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UJI AKTIVITAS ANTIBIOFILM Aspergillus oryzae 
TERHADAP BIOFILM Staphylococcus aureus 
Biofilm adalah kumpulan sel-sel mikrobial bebas yang melekat secara ireversibel pada 
suatu permukaan dan terbungkus dalam matriks Extracellular Polymeric Substance (EPS). 
Bakteri yang berada dalam biofilm memiliki resistensi 1000 kali lipat terhadap antimikroba 
daripada sel planktoniknya. Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang mampu 
membentuk biofilm. Mekanisme pembentukan biofilm terdiri dari lima tahapan yaitu 
perlekatan, multiplikasi, exodus, maturase dan dispersal. Aspergillus oryzae memiliki 
kandungan β-glucosidase dan Cellobiase Dehidrogenase (CDH) yang mampu 
mengacaukan proses quorum sensing yang diperlukan sebagai sistem komunikasi bakteri 
dalam proses pembentukan biofilm, sehingga diharapkan CFS A. oryzae mampu 
mengganggu proses pembentukan biofilm. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
aktivitas antibofilm A. oryzae terhadap biofilm S. aureus. Penelitian ini termasuk jenis 
penelitian murni dengan pendekatan post-test group design. Penelitian ini menggunakan 
metode dilusi pada microplate titer dengan 7 kelompok perlakuan yang meliputi 2 
kelompok kontrol (positif dan negatif) dan 5 kelompok uji dengan masing-masing 4 kali 
pengulangan. Konsentrasi CFS yang diujikan yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. 
Uji antibiofilm teridiri dari uji pencegahan perlekatan biofilm, uji penghambatan 
pertumbuhan biofilm, dan uji penghancuran biofilm. Persentase aktivitas antibiofilm 
didapatkan dari nilai OD tiap uji yang sudah dimasukkan kedalam rumus. Aktivitas 
pencegahan perlekatan biofilm tertinggi yaitu 90% terlihat pada konsentrasi 100%, 
aktivitas penghambatan pertumbuhan biofilm tertinggi yaitu 37% terlihat pada konsentrasi 
25%, dan aktivitas penghancuran biofilm tertinggi yaitu 42% terlihat pada konsentrasi 
100%. Berdasarkan haisl tersebut disimpulkan bahwa pemberian CFS A. oryzae memiliki 
aktivitas antibiofilm terhadap biofilm S. aureus. 





ANTIBIOFILM ACTIVITY TEST OF Aspergillus oryzae 
AGAINST BIOFILM OF Staphylococcus aureus 
Biofilm is a collection of free microbial cells irreversibly attached to a surface and encased 
in an Extracellular Polymeric Substance (EPS) matrix. Bacteria in the biofilm have 1000 
times more resistance to antimicrobials than their planktonic cells. Staphylococcus aureus 
is able to form biofilms. The mechanism of biofilm formation consists of five stages, 
namely attachment, multiplication, exodus, maturation and dispersal. Aspergillus oryzae 
contains β -glucosidase and Cellobiase Dehydrogenase (CDH) which are able to disrupt 
the quorum sensing process which is needed as a bacterial communication system in the 
biofilm formation process, so it is hoped that A. oryzae CFS will be able to interfere with 
the biofilm formation process. The purpose of this study was to determine the antibofilm 
activity of A. oryzae against S. aureus biofilms. This research is a true experimental design 
type a post-test group design approach. This study used the dilution method on the microplate 
titer with 7 groups including 2 control groups (positive and negative) and 5 test groups with 4 
repetitions each. The concentrations of CFS tested were 100%, 50%, 25%, 12.5%, and 6.25%. The 
antibiofilm test consists of a biofilm adhesion prevention test, biofilm growth inhibition test, and 
biofilm destruction test. The percentage of antibiofilm activity was obtained from the OD value of 
each test that had been entered into the formula. The highest biofilm adhesion prevention activity 
was 90% seen at 100% concentration, the highest biofilm growth inhibition activity was 37% seen 
at 25% concentration, and the highest biofilm destruction activity was 42% seen at 100% 
concentration. Based on these results, it was concluded that A. oryzae had antibiofilm activity against 
S. aureus biofilms. 






1.1 LATAR BELAKANG 
Penyakit infeksi adalah penyakit yang disebabkan oleh mikroorganisme seperti 
bakteri, jamur, virus, dan protozoa yang masuk ke dalam tubuh. Penyakit infeksi 
masih menjadi permasalahan kesehatan seluruh negara di dunia karena angka 
kejadian penyakit yang tinggi. Osteomielistis merupakan salah satu contoh penyakit 
infeksi yang memiliki angka kejadian cukup tinggi di Amerika Serikat yaitu sebesar 
21,8 % kasus per 100.000 orang per tahun. Osteomyelitis adalah peradangan pada 
tulang yang disebabkan oleh mikroorganisme. Insiden tahunan Osteomyelitis lebih 
tinggi pada pria daripada wanita dan meningkat seiring bertambahnya usia. Studi 
menunjukkan mikroorganisme tersering penyebab osteomyelitis adalah 
Staphylococcus aureus. Selain osteomyelitis, S. aureus juga menyebabkan penyakit 
infeksi lain terutama infeksi nosokomial seperti staphylococcal pneumonia, 
endokarditis, staphylococcal septicemia, dan septic arthritis. Dalam suatu studi 
epidemiologi dijelaskan bahwa terdapat pergeseran angka infeksi S. aureus dalam 
2 dekade terakhir. Terjadi peningkatan insiden endocarditis infektif dan infeksi kulit 
dan jaringan lunak yang disebabkan oleh infeksi bakteri S. aureus. Insiden 
endokarditis infektif di Amerika Serikat pada tahun 1999 berada di angka 11,4 per 
100.000 orang per tahun dan angka ini meningkat pada tahun 2006 sebanyak 16,6 
per 100.000 orang pertahun.  Begitu pula dengan insiden infeksi kulit dan jaringan 
lunak yang juga mengalami peningkatan dari angka 32,1 hingga 48,7 per 1.000 
penduduk dari tahun 1997 hingga 2005 (Jawetz, Melnick dan Adelburg, 2013; 
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Mehraj et al., 2014; Kremers et al., 2015; Tong et al., 2015; Simanjuntak, Sylvyana 
dan Fathurachman, 2016; Ghalehnoo, 2018). 
Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif, tidak berspora, non-
motil dan berbentuk coccus. Bakteri ini tumbuh dengan baik dalam suasanan aerob 
dan mampu bertahan hidup dalam suasana anaerob (anaerob fakultatif). S. aureus 
merupakan flora normal di mulut, hidung, liang telinga luar, dan seluruh kulit. 
Wujud hubungan antara hospes dengan mikroorganisme dipengaruhi oleh 
keseimbangan antara virulensi kuman dan daya tahan tubuh hospes. Mikroba 
normal yang menetap bisa menyebabkan penyakit apabila terdapat kondisi yang 
abnormal atau bila berada ditempat yang tak semestinya (Jawetz, Melnick dan 
Adelburg, 2013). 
Peningkatan angka infeksi S. Auerus disebabkan karena terjadinya resistensi 
terhadap pengobatan penicillin yang merupakan antibiotik golongan β-lactam. Pada 
suatu penelitian yang dilakukan di Bdanar Lampung, Indonesia, didapatkan pola 
resistensi S. aureus cenderung meningkat dari tahun ke tahun. Kenaikan tertinggi 
angka resistensi S. aureus terhadap antibiotik Ampisilin turunan penicillin yaitu 
pada tahun 2011 yaitu sebesar 46 isolat (90,2%) dari total 51 isolat. Hal ini 
diakibatkan S. aureus mampu menghasilkan enzim β-lactamase untuk menghambat 
kerja dari antibiotik tersebut. Selain itu, S. aureus juga mampu membentuk formasi 
biofilm yang merupakan salah satu mekanisme pertahanan (Muttaqien dan Soleha, 
2014; Agustina et al., 2019; Hayati, Tyasningsih, Praja, Chusniati, M. N. Yunita, et 
al., 2019). 
Biofilm merupakan kumpulan bakteri yang dibungkus oleh matriks 
eksopolisakarida. Bakteri didalam matriks saling berinteraksi dan melekat satu 
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sama lain. Dalam proses pembentukan biofilm, antar bakteri planktonik saling 
mengirim sinyal satu sama lain. Komunikasi antar bakteri ini dinamakan Quorum 
Sensing (QS). Pada S. aureus, kemampuan untuk melakukan komunikasi ini 
disebabkan oleh sebuah sistem yaitu accessory gene regulator (Agr). Molekul 
sinyal QS yang digunakan oleh bakteri gram negatif adalah N-acyl homoserine 
lactone (AHL) dan Auto Inducer Peptide (AIP) pada bakteri gram positif (Abadal 
et al., 2011; Kalia, 2013; Zhang et al., 2019). 
Formasi biofilm menyebabkan infeksi yang ditimbulkan oleh S. aureus menjadi 
persisten dan sulit ditangani. Hal ini dikarenakan matriks eksopolisakarida 
membentuk lapisan yang melindungi bakteri dari imun pejamu dan zat-zat 
antimikroba sehingga menghambat pengobatan penyakit (Jawetz, Melnick dan 
Adelburg, 2013). 
Banyak penelitian dilakukan akhir-akhir ini untuk mencari solusi yang mampu 
mengganggu pertumbuhan biofilm guna menurunkan angka infeksi terhadap 
bakteri pembentuk biofilm. Salah satu senyawa yang telah diteliti memiliki aktivitas 
sebagai antibiofilm enzim Cellobiase Dehidrogenase (CDH). Enzim CDH 
merupakan enzim glucose oxidase. Enzim ini diproduksi oleh jamur penghancur 
kayu seperti jamur genus Aspergillus. CDH mampu mengoksidase glukosa dan 
menghasilkan hidrogen peroksida (H2O2) yang sering digunakan sebagai senyawa 
antimikroba dan antiseptik. Teori ini didukung oleh penelitian yang dilakukan 
Rasouli et al., (2020) yang menunjukkan hasil bahwa terdapat aktivitas antibiofilm 
enzim Cellobiase Dehidrogenase (CDH) yang terkandung dalam Aspergillus niger 
terhadap biofilm Staphylococcus epidirmidis (Elchinger et al., 2014; Silva et al., 
2016; Ahmed, 2017). Senyawa lain yang sering diteliti sebagai senyawa 
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antimikroba dan antibiofilm adalah senyawa fenolik. Senyawa ini mudah 
ditemukan secara natural di alam. Senyawa fenolik salah satunya dapat didapatkan 
dari hasil pemecahan glukosa oleh enzim extraseluler β-glukosidase. Salah satu 
mikroorganisme penghasil enzim β-glukosidase adalah Aspergillus oryzae. Teori 
ini didukung oleh hasil penelitian yang dilakukan oleh Elchinger et al., (2014) 
bahwa senyawa yang terkadung dalam Aspergillus oryzae mampu mempengaruhi 
pembentukan biofilm pada Staphylococcus epidirmidis. 
Kedua jamur A. oryzae dan A. niger sama-sama memiliki enzim β-glukosidase 
dan CDH, namun aktivitas enzim pada tiap jamur berbeda. Pada penelitian yang 
dilakukan oleh  Raza et al., (2011) tentang skrining produksi enzim β-glukosidase 
pada jamur Aspergillus menunjukkan adanya perbedaan jumlah produksi enzim 
antara A. niger terhadap A. oryzae. Pada Aspergillus niger didapatkan aktivitas 
enzim β-glukosidase sebesar 305 ± 7.07 (U/g/min) sedangkan pada Aspergillus 
oryzae memiliki nilai yang lebih besar yaitu 875 ± 35.5 (U/g/min). Perbedaan 
aktivitas enzim yang terdapat antara kedua jenis jamur tersebut kemungkinan 
berpengaruh kepada aktivitas antibiofilm yang dihasilkan. 
Aspergillus oryzae adalah fungi aerob berfilamen yang termasuk dalam genus 
Aspergillus. A. oryzae memiliki banyak manfaat baik dalam bidang farmasi maupun 
pangan seperti dalam pembuatan minuman, etanol, dan kecap. Hal ini dikarenakan 
banyak enzim yang terkandung dalam A. oryzae. Salah satu enzim yang dihasilkan 
A. oryzae adalah enzim β-glukosidase. Enzim β-glukosidase adalah bagian dari 
sistem enzim selulase. Enzim selulase berfungsi mengkatalisis polimer glukosa 
menjadi monomer glukosa. Selulase banyak diproduksi oleh bakteri, jamur, hewan, 
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dan tumbuhan dan digunakan dalam berbagai bidang industri seperti tekstil, 
laundry, detergent, dan berbagai proses bioteknologi (Gomi, 2014; Ahmed, 2017). 
Dalam sebuah Hadist riwayat Muslim disebutkan bahwa Nabi Muhammad 
shallallahu ‘alaihi wasallam bersabda: “setiap penyakit pasti ada obatnya. Apabila 
ditemukan obat yang tepat untuk suatu penyakit, akan sembuhlah penyakit tersebut 
dengan izin Allah ‘azza wajalla” (HR Muslim). Dalam hadist tersebut Rasulullah 
menerangkan bahwa segala penyakit pasti ada obatnya. Manusia sebagai makhluk 
yang paling sempurna dan dikaruniai akal dan fikiran oleh Allah swt bertugas untuk 
mencari dan menemukan obat tersebut karena sejatinya segala hal yang diciptakan 
Allah baik di bumi maupun di langit pasti ada manfatnya. Penggunaan A. oryzae 
sebagai antibiofilm ini adalah salah satu bukti bahwa Allah tidak pernah 
menciptakan suatu hal tanpa manfaat yang terkandung didalamnya. Hal ini sesuai 
dengan firman Allah pada surat Ali Imran ayat 191 yang berbunyi: 
ل ْقت  ٰهذ ا ب اِطًل بَّن ر  ...  ا خ  ان: ...  ا م  ( ١٩١) آِل ِعْمر   
Artinya: “Ya Tuhan kami, tidaklah engkau menciptakan ini dengan sia-sia” (Q.S. 
Al Imran : 191) 
Dari ayat diatas, Allah telah berfirman bahwa setiap hal yang diciptakan di 
langit dan di bumi pasti ada manfaatnya tak terkecuali satu apapun, maka 
hendaknya manusia memanfaatkan segala ciptaan Allah dengan sebaik-baiknya. 
Oleh karena itu, penulis tertarik untuk melakukan penelitian tentang uji efektifitas 
antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap biofilm Staphylococcus aureus. 
1.2 RUMUSAN MASALAH 
1.2.1 Rumusan Masalah Umum 




1.2.2 Rumusan Masalah Khusus 
1. Bagaimanakah aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap pencegahan 
perlekatan biofilm Staphylococcus aureus? 
2. Bagaimanakah aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap penghambatan 
pertumbuhan biofilm Staphylococcus aureus? 
3. Bagaimanakah aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap penghancuran 
biofilm Staphylococcus aureus? 
1.3 TUJUAN PENELITIAN 
1.3.1 Tujuan Umum 
 Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap pencegahan 
perlekatan biofilm Staphylococcus aureus. 
2. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap penghambatan 
pertumbuhan biofilm Staphylococcus aureus. 
3. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap penghancuran 
biofilm Staphylococcus aureus. 
1.4 MANFAAT PENELITIAN 
1.4.1 Manfaat Akademik 
1. Hasil penelitian ini dapat memberikan tambahan wawasan mengenai uji 




2. Penelitian ini dapat menjadi sumber literatur untuk penelitian-penelitian 
mendatang dalam mengembangkan antibiofilm Staphylococcus aureus. 
1.4.2 Manfaat Aplikatif 
Penelitian ini dapat menjadi pertimbangan dalam pemilihan bahan untuk 






2.1 Staphylococcus aureus 
2.1.1 Taksonomi Staphylococcus aureus 
 Staphylococcus aureus adalah mikroorganisme dari genus Staphylococcus 
yang berasal dari kata staphyle yang berarti kelompok buah anggur dan coccus yang 
berarti bulat. Taksonomi Staphylococcus aureus adalah sebagi berikut 
(Syahrurachman et al., 2019) 
Kingdom   : Procaryotae 
Divisi    : Bacteria 
Kelas    : Eubacteria  
Ordo    : Eubacteriales 
Familia   : Micrococcaceae  
Genus    : Staphylococcus 
Spesies   : Staphylococcus aureus 
2.1.2 Karakteristik Staphylococcus aureus 
 Staphylococcus aureus diamati dan dibiakkan pertama kali oleh Pasteur dan 
Koch kemudian diteliti lebih lanjut oleh Ongston dan Rosenbach pada tahun 1880-
an. Nama genus Staphylococcus diberikan oleh Ongston karena bentuknya seperti 
setangkai buah anggur apabila diamati dibawah mikroskop. Aureus adalah nama 
yang diberikan oleh Rosenbach karena warnanya keemas-emasan pada biakan 
murni (Salamena, 2015).  
 S. aureus adalah bakteri gram positif non motil, tidak berspora, dan 
berbentuk coccus atau bulat. Bakteri ini sering berkelompok sehingga bentuknya 
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menyerupai buah anggur apabila diamati dibawah mikroskop. Nama 
Staphylococcus aureus berasal dari bahasa Yunani yang berarti anggur (staphyle) 
dan bulat (coccus), sedangkan nama Aureus mengacu pada warna emas. Pada 
pengamatan mikroskop elektron, S. aureus menunjukkan bentuk seperti bola 
dengan permukaan yang halus. Diameter sel berkisar antara 0,5 hingga 1,0 μm. S. 
aureus memiliki dinding sel yang tebal dan membran sitoplasma yang khas. S. 
aureus mampu tumbuh secara optimum pada suhu 300 C - 370 C bersifat katalase 
positif dan oksidase negatif (Salamena, 2015; Gnanamani, Hariharan dan Paul-
Satyaseela, 2017) 
 S. aureus merupakan organisme fakultatif anaerob yang berarti bakteri ini 
mampu hidup dalam kondisi sedikit oksigen. S. aureus mampu membentuk koloni 
kuning pada media agar. Warna kuning dikarenakan oleh katenoid yang dihasilkan 
oleh organisme tersebut. S. aureus memiliki empat jenis hemolisin yaitu alpha, beta, 
gamma, dan delta. Hemolisin adalah protein yang dihasilkan oleh S. aureus yang 
mampu merusak membran dan melisiskan sel darah merah sehingga bakteri ini 
sering mengalami hemolisis apabila dibiakkan pada media agar darah. S. aureus 
juga memiliki enzim koagulase pada hampir semua isolatnya. Enzim koagulase 
adalah enzim yang mampu mengakibatkan reaksi koagulasi atau penggumpalan 
darah dengan cara mengaktivasi protrombin menjadi thrombin (Jawetz, Melnick 
dan Adelburg, 2013; Gnanamani, Hariharan dan Paul-Satyaseela, 2017) 
2.1.3 Faktor Virulensi Staphylococcus aureus 
 S. aureus menghasilkan tiga jenis metabolit yaitu: metabolit yang bersifat 
nontoksin, Eksotoksin, dan Enterotoksin. Ketiga metabolit ini memiliki faktor 
virulensi yang berbeda-beda dalam patogenesitas S. aureus sehingga menjadikan 
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bakteri ini mampu menyebabkan penyakit infeksi yang luas pada manusia. Faktor 
virulensi membantu S. aureus berikatan dengan sel hospes, melawan sel imun 
hospes, menginvasi jaringan, dan menyebabkan sepsis (Gnanamani, Hariharan dan 
Paul-Satyaseela, 2017; Syahrurachman et al., 2019).  
 Faktor virulensi yang mampu membantu S. aureus berikatan dengan sel 
hospes adalah adhesin atau MSCRAMM (Microbial Surface Components 
Recognizing Adhesive Matrix Molecules) yang merupakan protein sel permukaan 
yang berinteraksi dengan molekul sel hospes seperti kolagen, fibronektin A dan B, 
collagen-binding protein dan clumping faktor A dan B. Protein ini berikatan dengan 
fibronektin yang merupakan molekul matriks enstraseluler hospes yang melapisi 
permukaan prosthesis endovaskuler seperti Permanent Pacemaker (PPMs) dan 
Implantable Cardioverter Defibrillators (ICDs). Ikatan antara FnBPA 
(Fibronectin-Binding Protein A) pada S. aureus dengan fibronektin pada manusia 
ini mendasari pathogenesis penyakit infeksi akibat penggunaan alat prostesis (Tong 
et al., 2015; Gnanamani, Hariharan dan Paul-Satyaseela, 2017). 
 Mikrokapsul dan protein A adalah faktor virulensi pada S. Auerus yang 
mempu menghambat atau menghindari mekanisme imun tubuh hospes. 
Mikrokapsul polisakarida bekerja dengan menghambat fagositosis oleh sel imun 
hospes. Protein A berikatan dengan Fc dari IgG, mencegah opsonisasi sehingga 
dapat memiliki efek antifagosit yang kuat. Selain itu, S. aureus juga memiliki 
Alpha-Toxin atau alfa hemolisin yang mampu membentuk pore pada membrane sel 
sehingga menyebabkan kebocoran dan kematian sel. Protein ekstraseluler lain yang 
berperan dalam menghambat mekanisme imun hospes adalah CHIPS (Chemotaxis-
Inhibitory Protein of S. aureus). Mekanisme kerja CHIPS adalah menghambat 
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fungsi kemotaksis neutrofil dan monosit (Gnanamani, Hariharan dan Paul-
Satyaseela, 2017) 
 S. aureus menghasilkan enzim protease, lipase, nuklease, hyaluronatelyase, 
fosfolipase C, metaloprotease (elastase), dan stafilokinase yang bertanggungjawab 
pada proses invasi jaringan. Enzim-enzim ekstraseluler ini menyebabkan kerusakan 
jaringan. Jaringan yang telah rusak mampermudah penetrasi bakteri ke dalam tubuh 
hospes sehingga S. aureus mampu bermetastasis ke berbagai organ (Gnanamani, 
Hariharan dan Paul-Satyaseela, 2017). 
 S. aureus menghasilkan enzim katalase. Enzim ini mampu mengubah 
hidrogen peroksida (H2O2) menjadi Hidrogen (H2) dan Oksigen (O2). Enzim ini 
berperan sebagai daya tahan bakteri terhadap proses fagositosis. Peneliti 
menggunakan uji katalase untuk membedakan genus Staphylococcus dengan genus 
Streptococcus yang mana genus Streptococcus tidak memiliki aktifitas katalase 
(Pdania dan Radityo S, 2015). 
 Patogenesitas S. aureus diakibatkan oleh toksin yang dihasilkan. Toksin ini 
akan bekerja setelah bakteri masuk kedalam tubuh hospes. Enzim koagulase 
berperan dalam fase awal dengan cara melindungi bakteri dari fagositosis sehingga 
bakteri berhasil invasi dan multiplikasi dalam tubuh hospes. Cara kerja enzim 
koagulase adalah dengan menggumpalkan plasma oksalat atau plasma sitrat. Enzim 
koagulase akan berikatan dengan prothrombin sehinga mengaktifkan prolimerasi 
fibrin dan membentuk deposit fibrin pada permukaan kuman yang nantinya akan 
menghambat fagositosis (Rosalina, 2019: 8). Uji Koagulase dilakukan untuk 
membedakan Staphylococcus aureus dengan spesies Staphylococcus lain seperti 
Staphylococcus Epidirmidis yang tidak memiliki aktifitas koagulase. Terdapat dua 
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jenis enzim koagulase yang diproduksi yaitu enzim koagulase bebas (free 
coagulase) dan enzim koagulase terikat (bound coagulase). Bakteri yang mampu 
membentuk enzim koagulase dianggap bakteri patogen (Jawetz, Melnick dan 
Adelburg, 2013; Pdania dan Radityo S, 2015). 
 Toksin yang dihasilkan oleh S. aureus antara lain Enterotoksin, Toksin 
Sindrom Syok Toksik-1 (TSST-1), dan toksin eksfoliatif A dan B. Enterotoksin 
adalah enzim yang stabil dalam suhu yang panas selama 30 menit dalam air 
mendidih, tahan terhadap pepsin dan tripsin. Pada beberapa kasus keracunan 
makanan yang mengdanung karbohidrat dan arang, toksin ini merupakan penyebab 
utamanya. TSST-1 menyebabkan sindrom syok toksik terutama pada perempuan 
menstruasi. Toksin Eksfoliatif A dan B adalah protease yang mampu 
menghidrolisis protein desmosomal di kulit secara efektif sehingga menyebabkan 
lapisan intraepithelial pada ikatan sel di stratum granulosum terlepas. Toksin 
eksfoliatif A dan B merupakan penyebab penyakit Staphylococcal Scalded Skin 
Syndrome (SSSS), yang ditandai dengan kulit melepuh dan paling sering terjadi 
pada bayi (Pdania dan Radityo S, 2015; Gnanamani, Hariharan dan Paul-
Satyaseela, 2017) 
 
Gambar 2. 1 Faktor virulensi Staphylococcus aureus 
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S. aureus memiliki berbagai faktor virulensi seperti mikrokapsul, protein A, 
adhesin, berbagai toksin seperti TSST, EFT, SE A-G, dan enzim koagulase, 
stafilokinase, leukosidin, stafilisin, leukotoksin, dan enzim hyaluronidase. 
(Husna, 2018) 
2.1.4 Identifikasi Staphylococcus aureus 
2.1.4.1 Mikroskopis  
 Identifikasi bakteri secara mikroskopis dilakukan dengan beberapa metode 
salah satunya adalah dengan pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram merupakan suatu 
uji menggunakan larutan pewarna diferensial yang bertujuan untuk 
mengidentifikasi ukuran, bentuk, dan susunan bakteri. Dengan pewarnaan ini, 
bakteri dapat dibedakan menjadi dua yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram 
negatif. Prinsip dari pewarnaan Gram adalah mewarnai mikroorganisme dengan 
kristal violet lalu difiksasi menggunakan garam iodin lalu warna dihapus 
menggunakan alkohol atau aseton. Kemudian dilakukan pewarnaan yang kedua 
menggunakan safranin atau karbol fuhsin sebagai warna pembdaning atau kontras 
yang berbeda dengan warna dasar. Pewarnaan kembali ini dilakukan untuk 
mewarnai sel-sel yang warnanya telah hilang akibat proses pencucian. Bakteri yang 
menyerap warna pertama dan warnanya tidak hilang setelah pencucian dengan 
alkohol akan berwarna violet dan dikelompokkan dalam bakteri Gram positif. 
Sementara itu, bakteri yang telah terwarnai oleh pewarna dasar dan warnanya 
terhapus akibat proses pencucian dengan alkohol akan menyerap warna kedua 
sehingga akan tampak warna merah. Kelompok ini disebut dengan bakteri Gram 
negatif (Sujaya, 2016). 
 Hasil pewarnaan Gram pada bakteri S. aureus menunjukkan bakteri 
tersebut berwarna violet sehingga bakteri ini masuk kedalam kelompok bakteri 
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Gram positif. Selain itu, pada pemeriksaan mikroskopis didapatkan bentuk bulat 
(coccus), berpasangan dan bergerombol. Pada bakteri Gram positif, dinding selnya 
memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal tanpa lapisan lipoprotein atau 
lipopolisakarida. Struktur ini yang menyebabkan bakteri mampu mempertahankan 
pewarnaan pertama pada uji pewarnaan gram yaitu kristal violet (Karimela, Ijong 
dan Dien, 2017). 
 
Gambar 2. 2 Uji pewarnaan Gram Staphylococcus aureus 
Sumber: www.bacteriainphotos.com  
2.1.4.2 Biakan pada Medium Diferensial 
 Staphylococcus mudah berkembang pada sebagian besar medium 
bakteriologik dalam lingkungan aerobik atau mikroaerofilik. Media yang paling 
sering digunakan untuk membiakkan S. aureus adalah Salt-Mannitol Agar (SMA) 
yang merupakan medium diferensial. Medium diferensial adalah medium yang 
menyebabkan suatu koloni dari jenis organisme tertentu memberikan suatu 
tampilan yang khas. Media SMA memiliki kandungan gula mannitol dan phenol 
merah yang merupakan suatu indicator pH. Ketika mannitol difermentasi akan 
terbentuk asam dan pH turun. Phenol merah akan berwarna kuning sehingga pada 
S. aureus yang merupakan mannitol fermenter akan menghasilkan koloni berwarna 
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kuning yang mengindikasikan adanya fermentasi manitol (Jawetz, Melnick dan 
Adelburg, 2013; Arbi, Noviydanri dan Valentina, 2019). 
 Koloni pada medium SMA berbentuk bulat, warna kuning keemasan, 
diameter 2-3 mm, permukaan halus, sedikit meninggi, berwarna opak, sering 
berpigmen, dan berkilau. S. aureus menunjukkan adanya zona hemolisa yang jernih 
di sekitar koloni pada media agar darah. Pada medium Tryptic Soy Agar, S. aureus 
berbentuk bulat, cembung, berwarna putih kekuningan. (Jawetz, Melnick dan 
Adelburg, 2013; Krihariyani, Woelansari dan Kurniawan, 2016) 
 
Gambar 2. 3 Karakteristik Staphylococcus aureus pada biakan berbagai medium 
Keterangan: (a) Biakan S. aureus pada medium agar darah tampak daerah hemolisis 
di sekitar koloni. (b) Biakan S. aureus pada medium Salt-Mannitol Agar. (c) Biakan 
S. aureus pada Tryptic-Soy Agar. 
Sumber: www.bacteriainphotos.com 
2.1.4.3 Uji Biokimia  
 Uji biokimia bakteri adalah suatu perlakuan yang bertujuan untuk 
mendeterminasi dan mengidentifikasi suatu biakan murni hasil isolasi melalui sifat-
sifat fisiologisnya. Beberapa uji biokimia untuk mengidentifikasi S. aureus adalah 
uji IMViC (Indole, Methyle Red, Voges-Proskauer, Citrate), uji fermentasi 






 Uji produksi indole bertujuan menilai kemampuan bakteri memproduksi 
indol dari triptofan sebagai sumber karbon. Uji ini dilakukan dengan memberikan 
reagen kovacs pada inokulasi pepton broth. Apabila terbentuk cincin warna merah 
maka hasil positif. Hasil studi isolasi Staphylococcus sp pada produk susu 
melaporkan bahwa Staphylococcus menunjukkan hasil negatif pada uji indol 
(Puspadewi, Adirestuti dan Abdulbasith, 2017). 
 Uji Methyle Red adalah uji yang dilakukan untuk mendeteksi produksi 
asam kuat selama proses fermentasi gula. Uji Voges Proskauer (MR-VP) bertujuan 
untuk menentukan kemampuan bakteri menghasilkan produk akhir yang netral dari 
fermentasi glukosa. Uji MR-VP ini dilakukan dengan cara menginokulasikan 1 ose 
koloni dalam media MR-VP. Kemudian media tersebut dibagi kedalam 2 tabung 
steril dan diberi label tabung reaksi A dan tabung reaksi B. Tabung reaksi A 
dilakukan uji VP yaitu dengan meneteskan 2 tetes reagen α-naphtol dan kalium 
hidroksida. Hasil positif didapatkan apabila tabung berwarna merah muda atau 
merah tua. Tabung reaksi B dilakukan uji MR setelah diinkubasi selama 48 jam. Uji 
ini deilakukan dengan meneteskan reagen metil red kedalam tabung reaksi. Hasil 
positif apabila didapatkan rwarna merah muda atau merah tua. Pada perlakuan ini, 
S. aureus akan mendapatkan hasil positif pada uji MR dan hasil negatif pada uji VP 
(Darmawi et al., 2019). 
 Uji sitrat adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui penggunaan sitrat 
dalam metabolisme bakteri. Uji ini dilakukan dengan minginokulasi biakan pada 
media simon sitrat agar, kemudian diinkubasi. Apabila ada perubahan warna dari 
hijau menjadi biru maka menunjukkan hasil positif. Pada S. aureus didapatkan hasil 
uji sitrat negatif (Isnan, Gelgel dan Suarjana, 2017). 
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 Uji fermentasi karbohidrat atau uji gula-gula yang sering digunakan adalah 
uji pada media glukosa dan manitol. Bakteri diinokulasi pada media gula lalu 
diinkubasi. Uji gula-gula positif apabila terdapat perubahan warna dari ungu 
menjadi kuning apabila warna tetap ungu maka dinyatakan negatif. Uji gula-gula 
dilakukan pada isolat Staphylococcus aureus yang diambil dari produk susu 
menunjukkan rekasi positif pada media glukosa, manitol, maltosa, laktosa, dan 
sukrosa (Arbi, Noviydanri dan Valentina, 2019; Darmawi et al., 2019) 
 Uji katalase dilakukan dengan meneteskan hidrogen peroksida (H2O2) 3% 
pada object glass yang bersih kemudian mengoleskan biakan bakteri dari media 
menggunakan ose keatas permukaan object glass yang sudah ditetesi hidrogen 
peroksida. Hasil positif ditandai oleh terbentuknya gelembung udara. Pada uji ini, 
S. aureus akan menghasilkan gelembung gas. Uji ini dilakukan untuk membedakan 
antara genus Staphylococcus dengan genus Streptococcus (Darmawi et al., 2019). 
 Uji koagulase dilakukan dengan menginokulasi satu ose kultur dalam 1 mL 
Nutrient Broth (NB). Inokulum kemudian diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 
jam. Plasma lalu dimasukkan kedalam inokulum sebanyak 1 mL. Inkubasi 
dilakukan selama 4-24 jam. Pada uji ini, S. aureus akan menghasilkan gumpalan 
yang berbentuk gel dalam tabung. hasil ini menunjukkan reaksi positif terhadap uji 
koagulase (Hayati, Tyasningsih, Praja, Chusniati, N. Yunita, et al., 2019). 
 Uji oksidase dilakukan dengan mengoleskan 1 ose koloni pada Oxidase 
Test Strip dengan. Kemudian diamati perubahan warna yang terjadi, apabila warna 
berubah menjadi biru keunguan pada tempat Oxidase Test Strip yang terkena 
bakteri maka dinyatakan uji oksidase positif, namun jika tetap berwarna putih maka 
dinyatakan oksidase negatif. Uji oksidase pada S. aureus menunjukkan hasil 
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negatif. Hal ini berarti S. aureus tidak menghasilknan enzim sitokrome oksidase 
yang memiliki peran dalam aktivitas respirasi aerobik (Salamena, 2015; Ginting, 
Suryanto dan Desrita, 2018). 
2.1.4.4 Patogenesis dan Penyakit Klinis Akibat Staphylococcus aureus 
 S. aureus merupakan flora normal pada kulit, rambut, intestinal, dan 
saluran nafas manusia. S.  Aureus ditemukan di lubang hidung anterior pada 20-
50% manusia. Proses S. aureus menimbulkan penyakit pada manusia terdiri dari 
lima tahapan yaitu (1) kolonisasi, (2) infeksi lokal, (3) penyebaran secara 
sistemik/sepsis, (4) infeksi metastasis, (5) toksinosis. Bakteri ini bisa menetap 
selama berminggu-minggu atau berbulan-bulan di nares anterior manusia tanpa 
menimbulkan infeksi. Kolonisasi bisa menyebabkan infeksi apabila tubuh manusia 
memiliki faktor predisposisi tertentu seperti rawat inap yang berkepanjangan, 
konsumsi obat immunosupresan, operasi, penggunaan alat medis invasif, dan 
memiliki penyakit metabolic kronis. Lesi biasanya timbul pertama kali di mukosa 
kulit, lalu berkembang menjadi abses. Hal ini menimbulkan manifestasi klinis 
berupa karbunkel, selulitis, impetigo bullosa, dan ulkus. Staphylococcus aureus 
mampu invasi ke dalam darah dan menyebar melalui sistemik ke berbagai organ 
tubuh dan menyebabkan sepsis. Penyebaran secara hematogen ini dapat 
menimbulkan endocarditis, osteomielitis, septic arthritis, dan abses peridural. S. 
aureus juga memiliki eksotoksin berupa TSST-1 yang bisa menimbulkan sindrom 
syok toksik berupa kulit melepuh. Selain itu, S. aureus juga memiliki enterotoksin 
yang menimbulkan gejala keracunan pada gastrointestinal. Transmisi bakteri ini 
melalui makanan yang mengdanung enterotoksin. Masa inkubasi bakteri selama 30 
menit hingga 8 jam setelah mengkonsumsi makanan hingga muncul gejala 
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keracunan (Jawetz, Melnick dan Adelburg, 2013; Gnanamani, Hariharan dan Paul-
Satyaseela, 2017; Rosalina, Darmawati dan Prastiyanto, 2018). 
 Transmisi dari manusia ke manusia dapat terjadi melalui kontak dengan 
lesi purulen. Kondisi yang mampu meningkatkan resiko terhaddap paparan S. 
aureus adalah kebersihan yang rendah dan kepadatan penduduk. Pada kasus infeksi 
di rumah sakit, biasanya bakteri menular dari tenaga medis ke pasien atau 
sebaliknya. Beberapa individu dapat menjadi carrier secara kronik, namun individu 
lain dapat menjadi carrier secara akut (Rosalina, Darmawati dan Prastiyanto, 
2018). 
2.2 Biofilm  
2.2.1 Definisi Biofilm 
 Terdapat 2 jenis pertumbuhan bakteri yaitu secara planktonik atau sel bebas 
dan secara agregat atau membentuk biofilm. Pertumbuhan bakteri yang hidup bebas 
atau planktonik tidak terjadi interaksi antar mikroorganisme. Sementara itu, biofilm 
merupakan kumpulan sel-sel bebas yang mengirim sinyal satu sama lain untuk 
saling menempel. Biofilm merupakan kumpulan sel-sel mikrobial bebas yang 
melekat secara ireversibel pada suatu permukaan dan terbungkus dalam matriks 
Extracellular Polymeric Substance (EPS) yang dihasilkannya sendiri serta 
memperlihatkan adanya perubahan fenotip dari sel planktoniknya. Perubahan 
fenotip yang sering terjadi menunjukkan adanya karakteristik resistensi (Homenta, 
2016). 
 Bakteri dalam biofilm mampu melekatkan diri pada permukaan jaringan 
sehingga dapat bertahan agar tidak terbawa aliran cairan tubuh atau darah. Biofilm 
dapat melekat kuat dan melawan gesekan yang berulang-ulang. Pada dasarnya, 
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biofilm cenderung melekat pada permukaan yang kasar seperti alat kesehatan yang 
berada di rumah sakit seperti kateter urin, selang infus, implan, dan jarum suntik, 
dan lain-lain. Biofilm juga banyak ditemukan di lingkungan sekitar, antara lain 
saluran air, kamar mdani, pengaturan rumah sakit, dan lain-lain (Hidayati dan 
Liuwan, 2019). 
 Bakteri dalam matriks eksopolisakarida terlindungi dari mekanisme imun 
host. Matrik juga memiliki sawar difusi terhadap agen antimikroba sehingga 
antibiotik sulit membunuh bakteri yang membentuk biofilm. Beberapa bakteri 
dalam biofilm menunjukkan resistensi yang kuat daripada jenis bakteri yang sama 
dengan jenis pertumbuhan yang berbada yaitu secara planktonik atau bebas dalam 
medium. Hal ini yang menjelaskan mengapa infeksi akibat bakteri pembentuk 
biofilm lebih sulit diobati (Jawetz, Melnick dan Adelburg, 2013; Homenta, 2016) 
2.2.2 Struktur Pembentuk Biofilm 
 Komposisi biofilm terdiri dari 85% matriks dan 15% sel-sel bakteri. 
Extracellular Polymeric Substance (EPS) terdiri dari polisakarida dan dapat 
mencakup 50-90% dari total karbon organik biofilm dan dapa dianggap bahan 
matriks primer biofilm. EPS dapat bersifat hidrofobik dan hidrofilik. Struktur 
biofilm terdiri atas sel bakteri, DNA, protein, enzim eksopolisakarida,  dan saluran 
air (Rabin et al., 2015; Homenta, 2016).  
 Struktur biofilm bisa dipengaruhi oleh interaksi partikel hospes atau 
lingkungan, misalnya eritrosit dan fibrin yang terakumulasi dalam biofilm. Contoh 





Gambar 2. 4 Struktur pembentuk biofilm 
(Rabin et al., 2015) 
2.2.3 Mekanisme Pembentukan Biofilm 
 Pembentukan biofilm dipengaruhi oleh beberapa hal antara lain faktor 
pengontrol perlekatan bakteri, sifat permukaan, sifat media pertumbuhan, serta 
karakteristik permukaan sel bakteri. Permukaan perlekatan bakteri meliputi 
jaringan hidup, alat kesehatan, pipa pengolahan air dan industri, dan perairan yang 
mendukung pertumbuhan biofilm. Kandungan nutrisi dan kelembaban 
mempengaruhi bakteri pada permukaan tersebut untuk membentuk biofilm. 
Kemampuan transfer nutrisi pada bakteri planktonik lebih rendah daripada bakteri 
dalam mode pertumbuhan biofilm. Pada mode pertumbuhan biofilm, terdapat 
struktur berbentuk pipa yang mengalirkan nutrisi untuk mempertahankan 
kelangsungan hidup bakteri didalamnya. Beberapa permukaan host mampu 
memproduksi film seperti air mata, darah, urin, saliva, cairan intravaskular, dan 
sekresi saluran pernafasan. Kondisi film yang terbentuk mempengaruhi tingkat dan 
kekuatan perlekatan bakteri (Purbowati, 2016).  
 Faktor lain yang berpengaruh adalah sifat media pertumbuhan seperti pH, 
tingkat nutrisi, kekuatan ion, dan temperatur juga mempengaruhi tingkat perlekatan 
mikroba pada permukaan. Peningkatan konsentrasi nutrisi dan konsentrasi kation 
dalam media cair akan mempengaruhi peningkatan jumlah perlekatan bakteri. 
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Selain itu, kecepatan aliran cairan akan mempengaruhi banyak dan luasnya 
perlekatan biofilm (Purbowati, 2016). 
 Karakteristik permukaan sel bakteri seperti kemampuan produksi EPS, 
hidrofobisitas atau sifat tidak larut air pada suatu bakteri, keberadaan fimbriae dan 
flagella mempengaruhi tingkat dan kekuatan perlekatan biofilm. Sifat hidrofobik 
dari permukaan sel mempengaruhi proses adhesi pada permukaan tempat melekat. 
Matriks EPS dan lipopolisakarida berguna pada proses perlekatan bakteri hidrofilik. 
Bakteri yang motil menunjukkan proses perlekatan yang lebih cepat daripada 
bakteri non motil (Purbowati, 2016). 
 Faktor bakteri dan faktor eksternal mempengaruhi pembentukan biofilm. 
Bakteri memproduksi Polysaccharide Interseluler Adhesin (PIA) atau Polimer N-
Asetil Glukosamin (PNAG) yang diatur oleh suatu enzim yang dikodekan dalam 
operon ica ABCD. Mutasi pada lokus gen ica menyebabkan penurunan kualitas 
biofilm yang terbentuk (Purbowati, 2016).  
 Tahapan pembentukan biofilm secara umum terdiri dari 5 fase yaitu 
attachment, multiplikasi, exodus, maturasi, dan dispersal. Pada tahap attachment 
terjadi perlekatan bakteri yang hidup bebas (sel planktonik) ke permukaan biotik 
maupun abiotik. Proses penempelan terdiri dari 2 tahap yaitu reversible dan 
irreversible. Bakteri yang menempel secara irreversible memiliki toleransi yang 
tinggi terhadap gaya gesek dan bahan kimia. Pada tahap penempelan tipe awal, 
flagella dan fili tipe IV merupakan hal yang penting untuk membentuk agregasi sel 




 Setelah bakteri melekat secara irreversible, bakteri kemudian melakukan 
multiplikasi dan membentuk suatu lapisan tipis (monolayer) biofilm. Pada saat ini, 
tidak terjadi pembelahan selama beberapa jam dan terjadi perpindahan karakteristil 
dari sel planktonik menjadi fenotip biofilm yang memiliki perbedaan dalam 
metabolism dan fungsi fisiologis. Setelah bakteri melakukan multiplikasi dan 
mencapai suatu kepadatan, subpopulasi bakteri akan dilepaskan dari biofilm untuk 
membentuk mikrokoloni. Tahap pelepasan subpopulasi bakteri ini disebut exodus 
(Rabin et al., 2015; Pratiwi, 2017). 
 Tahapan selanjutnya adalah tahap maturasi. Mikrokoloni semakin 
berkembang menjadi bentuk jamur untuk yang mempunyai saluran atau pori-pori 
yang saling terhubung untuk menyalurkan nutrisi dan produk metabolit dari semua 
sel. Dalam tahap pembentukan biofilm yang lebih matang, sel-sel bakteri 
mengeluarkan sinyal kimia yang disebut quorum sensing (QS). QS merupakan 
sistem komunikasi antar sel bakteri yang melihat kepadatan suatu sel dan mengatur 
aksi yang ditumbulkan. Pada tahap maturasi, biofilm yang terbentuk terdiri dari 
banyak spesies bakteri dan mungkin berisi jamur, alga, protozoa, jaringan debris, 
dan produk korosi dari pipa saluran (Rabin et al., 2015; Purbowati, 2016; Pratiwi, 
2017). 
 Tahapan akhir dalam mekanisme pembentukan biofilm adalah tahap 
dispersal atau tahap pemecahan. Setelah biofilm matur, biofilm mengalami 
pemecahan sehingga beberapa sel bakteri berpindah ke pertumbuhan planktonik. 
Pemecahan biofilm bisa disebabkan oleh berbagai faktor seperti kurangnya nutrisi, 
persaingan yang ketat antara sel bakteri yang satu dengan sel bakteri yang lain atau 
antara spesies bakteri satu dengan spesies bakteri yang lain, populasi yang terlalu 
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besar, dan lain-lain. Sel-sel bakteri yang terpecah dari biofilm akan menyebar dan 
menempel kembali ke tempat yang baru. Sehingga tahap ini merangsang inisiasi 
tahapan baru pembentukan biofilm di bagian atau tempat yang lain (Rabin et al., 
2015; Purbowati, 2016; Pratiwi, 2017; Hidayati dan Liuwan, 2019). 
 
Gambar 2. 5 Mekanisme pembentukan biofilm yang terdiri dari tahapan 
Attechment, Mikrocolony, Maturation, dan Dispersion 
(Hidayati dan Liuwan, 2019) 
2.2.4 Quorum Sensing 
 Bakteri hidup sebagai mikroorganisme sel tunggal dengan densitas yang 
rendah. Namun, mereka mengubah cara pertumbuhan mereka dengan tipe 
multiseluler seperti bentuk biofilm. Dalam pembentukan biofilm, bakteri 
memerlukan suatu sistem komunikasi untuk melakukan sinkronisasi ekspresi gen 
fenotip mereka yang berbeda. Sistem komunikasi ini menggunakan sistem Quorum 
Sensing (QS) (Zhang et al., 2019). 
 Quorum sensing adalah mekanisme komunikasi secara interseluler yang 
berfungsi mengukur densitas populasi suatu bakteri. Quorum sensing diperantarai 
oleh autoinducer (AI) yang merupakan molekul sinyal ekstraseluler. Ketika 
konsentrasi sinyal kimia mencapai threshold level, sinyal tersebut akan dikenali 
oleh reseptor yang terdapat pada membrane sel atau sitoplasma kemudian 
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mengaktifkan ekspresi gen tertentu sesuai target sinyal tersebut (Hidayati dan 
Liuwan, 2019). 
 Bakteri menghasilkan beberapa jenis autoinducer. Molekul sinyal QS yang 
paling banyak dipelajari adalah N-Acyl Homoserine Lactones (AHL) dan sinyal 
Peptide-Based QS. Lebih dari 70 spesies bakteri gram negatif menghasilkan N-Acyl 
Homoserine Lactone (AHL) sebagai autoinducer dan pada bakteri gram positif 
menggunakan molekul sinyal oligopeptida. Autoinducer-2 (AI-2) mengatur QS 
pada gram negatif dan gram positif (Zhang et al., 2019). 
 Bakteri gram negatif seperti Pseudomonas Aureginosa menggunakan AHL 
yang berikatan dengan enzim LuxI dan LuxR untuk mengontrol gen target. Bakteri 
gram positif seperti Bacillus Subtilis atau Staphylococcus aureus menggunakan 
oligopeptida sebagai Autoinducer. Konsentrasi oligopeptida yang terdapat di 
ekstraseluler nantinya dikenali oleh protein sensor histidine kinase (SHK). Hybrid 
adalah jenis sinyal QS yang mengkombinasikan sistem AHL dengan sistem 
oligopeptida. Sistem hybrid memiliki 2 jenis AI yaitu AI-1 dan AI-2. AI-1 
merupakan golongan AHL yang digunakan pada gram negatif, dan AI-2 merupakan 
hasil produksi enzim LuxS yang tidak memiliki kesamaan dengan AI lain (Zhang et 
al., 2019).  
 
Gambar 2. 6 Macam-macam sistem quorum sensing 
(Abadal et al., 2011) 
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2.2.5 Biofilm dan Quorum Sensing pada Staphylococcus aureus 
 Proses pembentukan biofilm pada S. aureus terdiri dari 5 tahap yang pertama 
yaitu perlekatan (attachment). S. aureus melekat ke permukaan biotik ataupun 
abiotik melalui interaksi hidrofobik. Ikatan S. aureus dengan permukaan abiotik 
menggunakan delta-toxin, Autolysin A (AtlA), dan teichoic acids. Perlekatan 
bakteri dengan permukaan biotik menggunakan MSCRAMMs. Setelah S. aureus 
melekat pada permukaan, bakteri mulai membentuk lapisan sel yang terdiri dari 
extracellular DNA (eDNA) dan matriks protein. Kemudian bakteri mengalami 
multiplikasi hingga membentuk suatu kepadatan tertentu. Setelah membentuk 
mikrokoloni, tahapan exodus terjadi, dimana terjadi degradasi eDNA yang 
menyebabkan lepasnya subpopulasi sel dari biofilm untuk membentuk mikrokoloni 
tiga dimensi. Tahapan selanjutnya adalah maturasi dimana pada tahapan ini terjadi 
agregasi bakteri yang sangat kuat yang terdiri dari protein Phenol Soluble Modulins 
(PSMs) dan eDNA. Tahap dispersal atau pemisahan pada S. aureus diinisiasi oleh 
aktivasi quorum sensing yang dimediasi oleh Accessory Gene Regulator (Agr) 
melalui produksi PSM atau protease (Moormeier dan Bayles, 2017). 
 
Gambar 2. 7 Tahapan Pembentukan Biofilm pada S. aureus 
(Moormeier dan Bayles, 2017) 
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 S. aureus memiliki 3 jenis regulator gen global yaitu Two-Component Sistem 
(TCSs), Staphylococcal Accessory Regulator (SarA), dan faktor transkripsi yang 
merespon stress lingkungan (Sigma Faktor B). Lokus Agr merupakan salah satu 
regulator gen global pada S. aureus, dimana komponen ini memproduksi komponen 
TCs dan Autoinducing Peptide (AIP). Sistem penginderaan kuorum di S. aureus 
terjadi melalui Agr 7, 8, 9. Agr berfungsi untuk meningkatkan ekspresi faktor 
virulensi tertentu yang disekresikan oleh S. aureus. AgrD dan AgrB berperan 
memproduksi dan mensekresi AIP dari ekstraseluler dan memberi respon melalui 
AgrA. Keseluruhan sistem ini merupakan quorum sensing yang berfungsi 
mengetahui densitas populasi S. aureus dalam suatu biofilm (Kalia et al., 2018). 
 
Gambar 2. 8 Sistem quorum sensing pada Staphylococcus aureus 
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Agr.jpg  
2.2.6 Uji Pembentukan Biofilm 
 Untuk menguji ada atau tidaknya biofilm bisa menggunakan berbagai 
metode seperti metode tabung, metode Congo Red Agar, dan metode Tissue Culture 
Plate (TCP) dengan pewarnaan kristal violet, dan lain-lain. 
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2.2.6.1 Metode Tabung 
 Metode tabung merupakan salah satu metode kualitatif untuk mendeteksi 
biofilm. Langkah awal dari uji ini yaitu menginokulasi satu ose bakteri dalam media 
Triptycase Soy Broth (TSB) yang sudah diberi glukosa 1% pada sebuah tabung 
reaksi. Kemudian tabung diinkubasi da nisi tabung dicuci menggunakan 
Phosphatase Buffer Saline (PBS) lalu dikeringkan. Lalu tabung diwarnai dengan 
pewarna Kristal violet (0,1%). Uji biofilm dinyatakan positif apabila terdapat cincin 
film berwarna ungu yang berada pada dasar tabung dan dinding tabung. Jumlah 
biofilm yang terbentuk kemudian dilakukan interpretasi, yaitu nilai 1 apabila tidak 
terbentuk cincin berwarna ungu yang mendanakan bahwa tidak ada biofilm atau 
biofilm lemah, nilai 2 apabila didapatkan cincin berwarna ungu namun samar-samar 
mendanakan adanya biofilm namun sedang, dan nilai 3 apabila didapatkan cincin 
yang jelas berwarna ungu mendanakan bakteri tersebut membentuk bioflm secara 
kuat/tinggi. Kekurangan dari metode ini adalah kurang mampu mendeteksi 
pembentukan lapisan biofilm yang lemah dan tipis serta media yang digunakan 
seringkali mempengaruhi hasil pewarnaan (Ruchi, Sujata dan Anuradha, 2015). 
 
Gambar 2. 9 Uji pembentukan biofilm menggunakan metode tabung 
Gambar paling kiri menunjukkan strong-biofilm ptoducer dan tabung paling 
kanan menunjukkan non-biofilm producer  
(Ruchi, Sujata dan Anuradha, 2015) 
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2.2.6.2 Metode Congo Red Agar (CRA) 
 Metode ini digunakan sebagai metode alternatif untuk mendeteksi produksi 
slime pada stafilokokus koagulase negatif. Pada metode ini menggunakan media 
Brain Heart Infusion (BHI) yang ditambah dengan sukrosa, Bacto Agar, dan Congo 
Red. Cawan petri yang telah terisi media dan bakteri selanjutnya diinokulasi dan 
diinkubasi pada suhu 370 C selama 1-2 hari. Apabila pada agar, terbentuk pigmen 
koloni hitam dengan konsistensi dry crystalline menunjukkan terbentuknya strain 
bakteri yang memproduksi slime sehingga bisa digolongkan sebagai bakteri 
penghasil biofilm. Sedangkan koloni hitam pada center tanpa dry crystalline atau 
koloni berwarna merah merupakan biofilm negatif yang berarti strain bakteri tidak 
memproduksi slime. Apabila warna agar tampak hitam tanpa tekstur kering dan 
koloni kristalin, maka bakteri tersebut merupakan golongan bakteri penghasil 
biofilm sedang atau intermediet (Ruchi, Sujata dan Anuradha, 2015; Lesmana et 
al., 2019). 
 
Gambar 2. 10 Perbedaan Warna Koloni Bakteri Pembentuk Biofilm dengan 
Metode CRA 
Keterangan: (a) Koloni bakteri Methicilin-Sensitive Staphylococcus aureus 1 
menghasilkan slime. (b) Koloni bakteri Methicilin-Sensitive Staphylococcus 
aureus 2 menghasilkan slime. (c) Koloni bakteri Methicilin-Resistant 
Staphylococcus aureus tidak menghasilkan slime. (d) Koloni bakteri 












2.2.6.3 Metode Tissue Culture Plate (TCP) dan Pewarnaan Kristal Violet 
 Metode tissue culture plate atau metode dilusi pada microtiter plate 
merupakan metode yang paling sering digunakan dan merupakan gold standard 
untuk menguji pembentukan biofilm. Metode ini mengukur pembentukan biofilm 
secara kuantitatif sehingga didapatkan hasil yang lebih objektif. Uji ini dilakukan 
dengan menumbuhkan bakteri ke dalam beberapa well mikroplate. Setelah 
diinokulasi selama 24 jam, seluruh isi plate dibuang dan plate dicuci sebanyak tiga 
kali dengan saline steril. Bakteri yang masih menempel pada dinding plate 
selanjutnya diwarnai dengan kristal violet. Jumlah biofilm dalam setiap well 
mikroplate dihitung dengan menentukan absorbansi dari pewarnaan biofilm. 
Optical Density (OD) ditentukan dengan pembacaan pada ELISA plate reader pada 
panjang gelombang 570 nm. Interpretasi hasil pengukuran OD adalah sebagai 
berikut (Ruchi, Sujata dan Anuradha, 2015). 
a. Apabila nilai OD ≤ ODc )Optical Density Cut-off Value) yang didapat dari 
nilai rata-rata OD kontrol negatif + 3x standar deviasi (SD) kontrol negatif, 
maka bakteri tersebut bukan bakteri pembentuk biofilm. 
b. Apabila nilai ODc < OD ≤ 2 x ODc, maka tergolong bakteri pembentuk 
biofilm lemah (+ atau 1). 
c. Apabila nilai 2 x ODc < OD ≤ 4 x ODc, maka bakteri tersebut tergolong 
bakteri pembentuk biofilm sedang (++ atau 2). 
d. Apabila nilai 4 x ODc < OD, maka bakteri tersebut termasuk golongan 




Gambar 2. 11 Uji pembentukan biofilm dengan metode TCP dan pewarnaan 
kristal violet 
(Ruchi, Sujata dan Anuradha, 2015) 
2.3 Apergillus oryzae 
2.3.1 Taksonomi Apergillus oryzae 
 Aspergillus oryzae adalah spesies fungi yang berbentuk benang atau filamen, 
multiseluler, bercabang-cabang, dan tidak berklorofil. Taksonomi jamur 
Aspergillus oryzae adalah sebagai berikut (Hidayatullah, 2018) 
Kingdom   : Fungi 
Divisi   : Eumyccophyta 
Kelas   : Detuteromycetes 
Ordo   : Moniliales 
Familia   : Moniliaceae 
Genus  : Aspergillus 
Spesies   : Aspergillus oryzae 
2.3.2 Karakteristik Apergillus oryzae 
 Aspergillus oryzae adalah jamur aerob berfilamen yang termasuk dalam 
genus aspergillus. A. oryzae biasa ditemukan di tanah, tumbuhan dan sering pada 
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padi sehingga dinamakan oryzae yang diambil dari nama latin padi yaitu oryza 
sativa. A. oryzae tumbuh dengan optimal pada suhu 32-36o C dan tidak bisa tumbuh 
pada suhu lebih dari 44o C. A. oryzae tumbuh secara vegetatif sebagai filament 
multinukleat haploid dengan membentuk hifa atau miselia. Hifa tumbuh dari ujung 
apikal dan saling bercabang sehingga menutupi permukaan media agar setelah 
beberapa hari inkubasi (Gomi, 2014; He et al., 2019).  
 Kepala koloni A. oryzae berbentuk bundar dan memiliki diameter sebesar 
100-200 mm.  A. oryzae memiliki struktur bernama konidiofor panjang kisaran 1-5 
mm yang menghasilkan konidia yang berbentuk bulat hingga agak lonjong untuk 
reproduksi secara aseksual. Dinding konidia pada A. oryzae memiliki tekstur halus 
dan berdiameter 5-8 μm. Kebanyakan strain A. oryzae memiliki phialides yang 
terletak didalam vesikel. Pada awal mula pertumbuhan A. oryzae berwarna putih, 
namun kelamaan akan berubah menjadi hijau kekuningan karena terdapat konidia 
dalam jumlah yang besar (Gomi, 2014; Ichishima, 2016; He et al., 2019). 
 




2.3.3 Identifikasi Apergillus oryzae 
 Pada biakan di media Agar didapatkan koloni berwarna kuning keabu-abuan 
hingga coklat olive dengan dinding konidia bervariasi dari yang licin hingga kasar. 
Diameter konidia biasanya 4-8,5 mm dan diameter konidiofor >0,8 mm (Gomi, 
2014). 
 
Gambar 2. 13 Aspergillus oryzae pada biakan media agar 
(Dehghan et al., 2008) 
2.3.4 Kandungan Apergillus oryzae 
 A.oryzae memiliki kandungan enzim koji yang tediri dari enzim proteolitik 
dan amilitik sehingga sering digunakan pada industri makanan seperti fermentasi 
sake, shoyu, dan miso. A. oryzae memiliki enzim α-amylase dan glucoamylase yang 
penting dalam proses fermentasi sake. A. oryzae secara garis besar memiliki 2 jenis 
enzim yaitu enzim ekstraseluler dan intraseluler. Enzim α-amylase, glucoamylase, 
α-glucosidase, β-galactosidase, ribonuclease, nuclease adalah beberapa contoh 
kandungan A. oryzae yang termasuk enzim ekstraseluler. Enzim intra seluler antara 
lain acetamidase, alcohol dehidrogenase, calmodulin, nitrat reductase dan lain-
lain. A. oryzae juga memiliki protein ekstraseluler A 17 kDa yang memiliki aktifitas 
antimikroba yang baik. Selain itu, A. oryzae menghasilkan enzim β-glucosidase dan 
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Cellobiase Dehidrogenase (CDH) yang memiliki aktivitas sebagai antibiofilm 
(Park et al., 2008; Gomi, 2014; Ichishima, 2016; He et al., 2019). 
 Berbeda dengan A. flavus, spesies A.oryzae tidak memiliki kandungan 
aflatoksin. Aflatoksin merupakan senyawa yang termasuk mikotoksin dan bersifat 
sangat toksik. Toksin ini bersifat karsinogenik, genotoksik, immune suppression, 
dan menghambat pertumbuhan. Makanan yang terkontaminasi oleh toksin ini akan 
menyebabkan penyakit hingga kematian bagi yang mengonsumsi. Survei yang 
dilakukan di Jepang menunjukkan bahwa makanan fermentasi A. oryzae tidak 
mengandung aflatoksin sehingga aman untuk dikonsumsi. Hal ini dikarenakan 
terjadi mutasi pada gen yang mengatur sintesis aflatoksin (aflR) pada spesies A. 
oryzae dan A. sojae (Frisvad et al., 2018). 
 
Gambar 2. 14 Kandungan enzim ekstraseluler dan intraseluler yang terdapat pada 
A. oryzae 
(Gomi, 2014) 
2.3.5 Apergillus oryzae sebagai Antibakteri dan Antibiofilm 
 Pada A. oryzae memiliki protein ekstraseluler yaitu A 17 kDa yang 
menunjukkan aktivitas sebagai senyawa antimikroba. Protein ini memiliki aktivitas 
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sebagai antimikroba namun tidak memiliki aktifitas hemolitik. Pada sebuah studi 
menunjukkan adanya aktifitas penghambatan pertumbuhan bakteri patogen seperti 
E. Coli dan Staphylococcus aureus. Protein ini juga mampu menghambat 
pertumbuhan jamur patogen seperti Fusarium moniliform var. subglutinans dan 
colletotrichum coccodes (Park et al., 2008). 
 Senyawa antibiofilm yang terkandung pada A. oryzae adalah β-glucosidase 
dan Cellobiase Dehidrogenase (CDH). Enzim β-glucosidase mampu memotong 
ikatan glukosa yang dapat menghambat perlekatan bakteri dan juga membebaskan 
fenolik. Fenolik yang dilepaskan mampu mengacaukan sistem quorum sensing pada 
pembentukan biofilm. Asam fenolat mampu berikatan dengan dinding bakteri, 
menghambat sintesis asam nukleat, dan menurunkan produksi EPS pada proses 
pembentukan biofilm dengan cara menghambat sintesis fimbriae. Selain itu, fenolik 
mampu menghambat pergerakan bakteri dengan menghambat pergerakan flagella. 
Fenolik juga mampu mengacaukan sistem QS pada proses komunikasi bakteri saat 
pembentukan biofilm. CDH merupakan enzim ekstraseluler yang diproduksi oleh 
berbagai jamur penghancur kayu. Enzim ini termasuk enzim glukosa oksidase yang 
mampu mengoksidase senyawa glukosa kompleks seperti selulosa, hemiselulosa, 
dan lignin. Enzim CDH mengkatalisis reaksi oksidasi dari selobiosa dan ikatan-β-
1,4 dari disakarida atau oligosakarida pada posisi C-1 menjadi bentuk lakton. CDH 
mampu memproduksi hidrogen peroksida (H2O2) yang biasa digunakan sebagai 
senyawa antimikroba, antibiofilm dan antiseptik. H2O2 memecah lapisan lipid pada 
memban bakteri, memecah asam nukleat dan bagian lain dari bakteri. Enzim 
glukosa oksidase membutuhkan glukosa sebagai substratnya, namun glukosa juga 
diperlukan bakteri untuk sumber energi. Hal ini menjadikan enzim CDH merupakan 
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kompetitor bakteri dalam mengikat glukosa. CDH dapat menghasilakan asam 
selobionik yang meruha pH menjadi asam yang menyebabkan bakteri tidak bias 
tumbuh (Thallinger et al., 2014; Miquel et al., 2016; Silva et al., 2016) 
2.4 Antibiofilm  
2.4.1 Definisi Antibiofilm 
 Antibiofilm adalah suatu senyawa yang mampu mengurangi biomassa 
bakteri melalui perubahan pada kualitas atau integritas biofilm. Senyawa 
antibiofilm bisa merupakan senyawa bakterisida maupun non bakterisida sehingga 
pada beberapa penelitian bisa menunjukkan hasil antibiofilm positif namun tidak 
mampu membunuh bakteri. Secara garis besar, senyawa antibiofilm dibagi menjadi 
2 kelompok yaitu senyawa sintesis dan alami. Agen antibiofilm sintesis bisa 
didapatkan dari non-thermal plasma, nanoparticles, substansi photodynamic, 
modifikasi permukaan topographic, dan peptide atau molekul yang lain. Agen 
antibiofilm alami bisa berupa protozoa, bakteri, dan tumbuhan (Miquel et al., 2016) 
2.4.2 Mekanisme Antibiofilm 
 Cara kerja agen antibiofilm untuk memodulasi pembentukan biofilm bisa 
melalui mekanisme penghambatan perlekatan permukaan bakteri dan dengan 
mengganggu biofilm matur yang sudah terbentuk. Mekanisme ini dapat terjadi 
dengan mengacaukan sistem komunikasi antar bakteri yaitu Quorum Sensing. 
Mekanisme kerja antibiofilm adalah sebagai Quorum Sensing Inhibitor (QSI). QSI 
bekerja dengan berbagai mekanisme antara lain yaitu mengurangi sintesis AHL atau 
mengurangi aktivitas protein resptor AHL, menghambat produksi molekul QS, 
degradasi AHL yang merupakan mekanisme yang paling sering terjadi, dan meniru 
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molekul sinyal QS sebagai analog molekul sinyal QS (Kalia, 2013; Miquel et al., 
2016). 















 Identifikasi bakteri S. aureus bisa dilakukan secara mikroskopis, biakan 
dalam media diferensial dan berbagai macam uji biokimia. Pada uji mikroskopis 
dilakukan pemeriksaan gram dan didapatkan warna violet yang mendanakan bahwa 
S. aureus adalah bakteri gram positif. Pada biakan media SMA didapatkan koloni 
bulat dan berwarna kuning. Pada uji biokimia didapatkan hasil positif pada uji 
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maltosa, laktosa, dan sukrosa dan hasil negatif pada uji indol, uji Voges Proskauer 
(VP), uji sitrat, dan uji oksidase.  
 S. aureus memiliki berbagai macam faktor virulensi salah santunya adalah 
biofilm. S. aureus mampu membentuk biofilm dengan mekanisme quorum sensing 
dan sinyal molekul yang digunakan adalah Autoinducing Peptide (AIP). Identifikasi 
biofilm yang terbentuk bisa dilakukan dengan berbagai metode, antara lain metode 
tabung, metode Congo Red Agar (CRA), dan metode Tissue Culture Plate (TCP) 
dengan pewarnaan kristal violet. 
 Jamur Aspergillus oryzae adalah jamur aerob berfilamen yang biasa 
ditemukan pada tanah dan tumbuhan paling sering pada padi. Identifikasi A. oryzae 
biasanya dilakukan pada media agar dengan bentuk koloni bundar dan berwarna 
kuning keabu-abuan. A. oryzae memiliki kandungan β-glucosidase yang memiliki 
aktivitas sebagai antibiofilm. Mekanisme kerja β-glucosidase sebagai antibiofilm 
adalah dengan menghambat proses quorum sensing. Selain itu, A. oryzae memiliki 
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 Staphylococcus aureus adalah bakteri yang mampu membentuk biofilm 
sebagai faktor virulensinya. Pembentukan biofilm pada S. aureus diawali dengan 
perlekatan bakteri planktonik secara reversibel ke permukaan biotik ataupun 
abiotik. Selanjutnya perlekatan berubah menjadi ireversibel. Sel-sel yang 
menempel secara ireversibel akan melakukan komunikasi dengan sistem quorum 
sensing untuk melakukan multiplikasi. Setelah bakteri mencapai suatu kepadatan 
tertentu, bakteri mulai membentuk monolayer yang merupakan matriks 
Extracellular Polymeric Substance (EPS). Bakteri yang telak bermultiplikasi 
selanjutnya mengalami exodus atau pelepasan subpopulasi untuk membentuk 
mikrokoloni. Mikrokoloni terus berkembang mejadi biofilm yang matur. Beberapa 
bakteri pada biofilm matur melepaskan diri untuk membentuk biofilm lagi di tempat 
yang lain. Tahap terakhir ini disebut tahapan dispersal. 
 Aspergillus oryzae memiliki kandungan yang mampu mengancurkan 
biofilm yang dibentuk oleh bakteri. Senyawa tersebut adalah β-glucosidase yang 
mampu memotong ikatan glukosa dan melepaskan senyawa fenolik dimana 
senyawa ini nantinya mampu mengacaukan quorum sensing dalam proses 
Keterangan : 
 : Proses perlekatan biofilm   : Menghambat 
 : Proses pertumbuhan biofilm   : Variabel bebas 
 : Proses penghancuran biofilm   : Variabel Terikat 
 : Mengdanung     : Variabel yang tidak diteliti 
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pembentukan biofilm. kandungan ini digunakan sebagai bahan penelitian dari A. 
oryzae dalam bentuk Cell Free Supernathan (CFS). 
 Adanya kandungan antibiofilm pada A. oryzae diharapkan mampu 
mencegah perlekatan, mencegah pertumbuhan dan menghancurkan biofilm S. 
aureus. Hal tersebut dapat diketahui dengan mengukur nilai Optical Density (OD) 
masing-masing uji dengan microtiter plate biofilm assay. OD yang dimaksud 
adalah konsentrasi biofilm yang terbentuk setelah diberi CFS jamur A. oryzae.   
3.2 Hipotesis Penelitian 
H0: Aspergillus oryzae tidak memiliki aktivitas antibiofilm Staphylococcus aureus. 







4.1 Desain Penelitian 
Penelitian ini termasuk jenis desain penelitian true experimental dengan 
pendekatan post test-only kontrol group design. Metode yang digunakan untuk 
melihat aktifitas biofilm pada jaamur Aspergillus oryzae adalah dengan metode 
tissue culture plate atau metode dilusi pada microtiter plate dan pewarnaan kristal 
violet. Pada setiap uji yang dilakukan, dilakukan pengukuran nilai Optical Density 
(OD) untuk mengetahui aktivitas biofilm yang terbentuk menggunakan alat 
microplate reader. Penelitian ini menggunakan 7 jenis kelompok perlakuan dengan 
masing-masing 4 kali pengulangan. Kelompok yang digunakan terdiri dari 5 
kelompok yang akan diuji dan 2 kelompok sebagai kontrol. 5 kelompok uji diberi 
konsentrasi CFS Aspergillus oryzae yang berbeda-beda, yaitu 100%, 50%, 25%, 
12,5%, dan 6,25%. 2 kelompok kontrol terdiri dari kontrol positif dan kontrol 
negatif. Kontrol positif menggunakan antibiotik gentamisin ditambahkan dengan 
suspensi bakteri, sedangkan kontrol negatif berisikan suspensi bakteri S. aureus 
pada media TSB yang telah ditambahkan glukosa 1% (Agustina et al., 2019; Putri, 
2019).  
4.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian uji aktivitas antibiofilm dilakukan di Laboratorum Mikrobiologi 
Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Maulana Malik Ibrahim 
Malang dalam rentang waktu bulan Februari-April 2021. 
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4.3 Populasi Penelitian 
Pada penelitian ini populasi yang digunakan adalah biakan bakteri 
Staphylococcus aureus 
4.4 Sampel Penelitian 
Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah biakan bakteri 
Staphylococcus aureus pembentuk biofilm dan jamur Aspergillus oryzae yang 
didapatkan dari Pusat Penelitian Biologi Indonesian Culture Collection (InaCC) 
milik Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), Bogor.  
4.5 Variabel Penelitian 
4.5.1 Variabel Bebas 
Variabel bebas atau variabel independen pada penelitian ini adalah besar 
nilai persentase konsentrasi CFS (Cell Free Supernathan) jamur Aspergillus oryzae. 
Persentase yang digunakan, yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25% dari 100 µL 
CFS A. oryzae. 
4.5.2 Variabel terikat 
Variabel terikat atau variabel dependen pada penelitian ini adalah besar nilai 
Optical Density (OD) pencegahan perlekatan biofilm, OD pertumbuhan biofilm, 
dan OD penghancuran biofilm Staphylococcus aureus.  
4.5.3 Pengulangan 
Jumlah perlakuan yang dilakukan dalam penelitian ini adalah sebanyak 8 
perlakuan. Untuk menentukan jumlah pengulangan, maka perlu dilakukan 
perhitungan dengan rumus Federer. Perhitungan jumlah perlakuan adalah sebagai 
berikut 
(t-1) (n-1( ≥ 15 
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 (t - 1) (n - 1( ≥ 15 
(7 – 1) (n – 1( ≥ 15 
6 (n – 1( ≥ 15 
6n – 6 ≥ 15 
 6n ≥ 21 
n ≥ 3,5 
Keterangan: 
t = jumlah kelompok perlakuan 
n = jumlah pengulangan tiap kelompok perlakuan 
Berdasarkan hasil perhitungan diatas didapatkan nilai n ≥ 3,5 yang artinya 
perlu minimal 3 kali pengulangan untuk 7 kelompok perlakuan. Pada penelitian ini, 
peneliti akan melakukan pengulangan sebanyak 4 kali untuk mendapatkan data 
yang lebih bervariasi. 
4.6 Kriteria Inklusi dan Eksklusi 
4.6.1 Kriteria Inklusi 
Kriteria inklusi dari penelitian ini yaitu: 
a. Jamur Aspergillus oryzae yang telah diinkubasi selama 3 hari pada suhu 
28ºC. 
b. Bakteri Stapylococcus aureus 
1) Koloni Stapylococcus aureus yang berusia 24 jam. 
2) Koloni Stapylococcus aureus yang menunjukkan warna ungu dan 
bentuk bulat atau coccus pada uji pewarnaan Gram. 
3) Koloni Stapylococcus aureus yang menunjukkan adanya gelembung 
udara pada uji katalase. 
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4) Koloni Stapylococcus aureus yang menunjukkan adanya gumpalan 
seperti gel pada uji koagulase. 
5) Koloni Stapylococcus aureus yang mampu membentuk biofilm pada uji 
pembentukan biofilm dengan metode tissue culture plate dan pewarnaan 
kristal violet. 
4.6.2 Kriteria Eksklusi 
Kriteria inklusi dari penelitian ini yaitu: 
a. Jamur Aspergillus oryzae yang telah diinkubasi lebih atau kurang dari 3 hari 
pada suhu 28ºC. 
b. Bakteri Stapylococcus aureus 
1) Koloni Stapylococcus aureus yang berusia kurang atau lebih dari 24 
jam. 
2) Koloni Stapylococcus aureus yang tidak berwarna ungu dan tidak 
berbentuk bulat atau coccus pada uji pewarnaan Gram. 
3) Koloni Stapylococcus aureus yang tidak menunjukkan adanya 
gelembung udara pada uji katalase. 
4) Koloni Stapylococcus aureus yang tidak menunjukkan adanya 
gumpalan seperti gel pada uji koagulase. 
5) Koloni Stapylococcus aureus yang tidak mampu membentuk biofilm 
pada uji pertumbuhan biofilm dengan metode tissue culture plate dan 
pewarnaan kristal violet. 
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4.7 Alat dan Bahan Penelitian 
4.7.1 Alat Penelitian 
Pada penelitian ini memerlukan alat-alat berupa Laminar Air Flow (LAF), 
inkubator, incubator shaker, tabung reaksi, gelas ukur, oven, mikropipet, ose, 
vortex, autoklaf, erlenmeyer, kuvet, gelas beker, object glass, bunsen, cawan petri, 
mikroplate flat-bottom 96 wells, microplate reader, colony counter, timer, 
timbangan analitik, spektrofotometer, magnetic stirrer, micro spatula, dan pipet. 
4.7.2 Bahan Penelitian 
a. Bahan uji, yaitu Cell Free Supernathan (CFS) Aspergillus oryzae yang 
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas 
Islam Maulana Malik Ibrahim Malang. 
b. Bakteri uji, yaitu Staphylococcus aureus yang diperoleh dari Universitas 
Brawijaya Malang. 
c. Bahan lainnya, yaitu kristal violet, safranin, akuades, alkohol 96%, NaCl, PBS, 
asam asetat 30%, lugol, media tryptone broth, reagen Kovac’s, methyl red, 
media MR-VP broth, reagen naphtol, reagen KOH, glukosa, media sitrat,  media 
Tryptic Soy Broth (TSB), media Potato Dextrose Broth (PDB), media Salt-
Mannitol Agar (SMA), antibiotik gentamisin, kertas aluminium, kertas saring, 
falcon, kasa, es batu, ice pack, blue disposal tip, yellow disposal tip, dan plastik 
wrap. 
4.8 Definisi Operasional 
1. Staphylococcus aureus adalah bakteri gram positif yang mampu membentuk 




2. Aspergillus oryzae adalah jamur aerob berfilamen yang termasuk dalam genus 
Aspergillus. A. oryzae yang digunakan diambil dari Laboratorium Mikrobiologi 
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Maulana Malik Ibrahim Malang. 
3. Metode Tissue Culture Plate adalah metode mikrodilusi zat cair dengan 
menggunakan mikroplate yang selanjutnya diberi pewarnaan kristal violet. 
Metode ini menghasilkan data kuantitatif mengenai aktivitas antibiofilm A. 
oryzae terhadap S. aureus. 
4. Kelompok uji adalah kelompok yang mendapat perlakuan pemberian CFS A. 
oryzae dengan variasi persentase 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. 
Konsentrasi CFS tersebut dicampurkan dengan suspensi bakteri dan media 
TSB.  
5. Kelompok kontrol adalah kelompok yang tidak diberi CFS A. oryzae. Terdapat 
dua kelompok kontrol yaitu kontrol positif dan kontrol negatif. 
6. Kontrol positif pada penelitian ini menggunakan campuran suspensi bakter S. 
aureus dengan antibiotik gentamisin. 
7. Kontrol negatif pada penelitian ini menggunakan sespensi bakteri S. aureus 
dalam campuran media TSB + 1%. 
8. Uji pembentukan biofilm adalah uji untuk mengetahui kemampuan S. aureus 
untuk membentuk biofilm dengan hasil uji ini berupa non-biofilm producer, 
weak-biofilm producer, moderate-biofilm producer dan strong-biofilm 
producer. 
9. Uji pencegahan perlekatan biofilm adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui 
aktivitas CFS A. oryzae dalam mencegah perlekatan biofilm S. aureus.  
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10. Uji penghambatan pembentukan biofilm adalah uji yang dilakukan untuk 
mengetahui aktivitas CFS A. oryzae dalam menghambat pembentukan biofilm 
S. aureus. 
11. Uji penghancuran biofilm adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui aktivitas 
CFS A. oryzae dalam menghancurkan biofilm S. aureus. 
12. Optical Density (OD) pencegahan perlekatan biofilm adalah hasil kuantitatif 
yang didapatkan setelah uji pencegahan perlekatan biofilm pada bakteri S. 
aureus dilakukan dimana hasil ini menunjukkan kepadatan biofilm bakteri S. 
aureus yang terbentuk. 
13. Optical Density (OD) penghambatan pembentukan biofilm adalah hasil 
kuantitatif yang didapatkan setelah uji penghambatan pembentukan biofilm 
pada bakteri S. aureus dilakukan dimana hasil ini menunjukkan kepadatan 
biofilm yang terbentuk. 
14. Optical Density (OD) penghancuran biofilm adalah hasil kuantitatif yang 
didapatkan setelah uji pengahncuran biofilm pada bakteri S. aureus dilakukan 
dimana hasil ini menunjukkan kepadatan biofilm yang terbentuk. 
4.9 Prosedur Penelitian 
4.9.1 Penyiapan Jamur 
4.9.1.1 Identifikasi Aspergillus oryzae 
 Identifikasi Aspergillus oryzae secara mikroskopis didapatkan karakteristik 
kepala koloni jamur yang berbentuk bundar dan memiliki diameter sebesar 100-200 
mm.  A. oryzae memiliki struktur bernama konidiofor panjang kisaran 1-5 mm yang 
menghasilkan konidia yang berbentuk bulat hingga agak lonjong. Dinding konidia 
pada A. oryzae memiliki tekstur halus dan berdiameter 5-8 μm (Gomi, 2014). 
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 Metode lain yang bisa dilakukan untuk identifikasi jamur A. oryzae 
adalah dengan mengamati biakan pada media diferensial. Media yang digunakan 
adalah Potato Dextrose Agar (PDA). Biakan di media agar didapatkan koloni yang 
berwarna kuning keabuan hingga berwarna coklat olive dengan diameter konidia 
biasanya 4-8,5 mm dan diameter konidiofor >0,8 mm (Gomi, 2014). 
 Identifikasi molekuler pada jamur Aspergillus oryzae menggunakan 
teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) di pusat penelitian biologi Indonesian 
Culture Collection (InaCC). Proses PCR digunakan untuk amplifikasi DNA 
sehingga bisa dipastikan secara genetic bahwa jamur yang digunakan sebagai 
sampel penelitian  adalah Aspergillus oryzae.  
4.9.1.2 Pembuatan Media Pertumbuhan 
 Media pertumbuhan A. oryzae yang digunakan adalah Potato Dextrose 
Broth (PDB). Pembuatan media ini dilakukan dengan melarutkan 4 gram media 
PDB bubuk dalam 100 mL aquades yang dihomogenkan menggunakan beaker 
glass 250 mL. Media dilarutkan hingga mendidih lalu disterilisasi menggunakan 
autoklav pada suhu 1210 C. 2 mL glukosa 2% ditambahkan pada media PDB yang 
sudah steril  untuk meningkatkan aktivitas antibiofilm jamur A. oryzae (Hikmah, 
2018). 
4.9.1.3 Permbuatan Cell Free Supernathan (Ifnawati, 2013) 
  Pembuatan CFS dilakukan dengan mengambil 5 mL inokulum jamur A. 
oryzae dicampur dengan 45 mL PDB steril lalu ditambahkan 1 mL glukosa 2%. 
Inokulum kemudian diinkubasi dalam incubator shaker selama 3 hari pada suhu 
28ºC. Lama inkubasi jamur A. oryzae ini diambil berdasarkan hasil pengukuran 
kurva pertumbuhan jamur A. oryzae. 
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 Setelah inkubasi, inokulum jamur disaring dengan kertas saring whatmann 
nomor 42 steril dan ditampung pada falcon. Hasil inokulum yang telah disaring 
selanjutnya dimasukkan ke dalam freezer sampai terbentuk mengkristal kurang 
lebih 15 menit. Inokulum yang telah mengkristal selanjutnya disentrifugasi selama 
15 menit dengan kecepatan 10.000 g. Setelah disentrifugasi, supernatan yang 
terbentuk disaring lagi menggunakan filter paper 0,22 µm. Selama proses 
penyaringan jamur, dipastikan pada suhu yang rendah untuk menjaga kandungan 
enzim yang akan diteliti. 
4.9.2 Penyiapan Bakteri 
4.9.2.1 Identifikasi Staphylococcus aureus 
 Identifikasi bakteri S. aureus yang dilakukan pada penelitian ini adalah uji 
pewarnaan Gram, uji biakan pada media diferensial, dan uji biokimia.  
a. Uji Pewarnaan Gram 
 Prosedur pewarnaan Gram pada Staphylococcus aureus dilakukan dengan 
membuat usapan bakteri pada kaca objek yang kering dan bersih. Usapan kemudian 
difiksasi diatas bunsen lalu diwarnai dengan larutas kristal violet dan dibiarkan 
selama 1-1,5 menit.  Kaca objek kemudian dicuci dengan air suling dan ditetesi 
garam iodin lalu dibiarkan selama 1 menit. Pemberian larutan iodin dilakukan untuk 
membantu perlekatan zat warna dengan bakteri. Kaca objek dicuci dengan larutan 
alkohol 95% selama 30 detik sampai warna ungu terhapus. Kemudian kaca objek 
dicuci degan air yang mengalir. Pewarnaan kedua dilakukan dengan larutan carbol 
fuchsin atau safranin selama 2 menit. Kemudian kaca objek dicuci dengan air dan 
air yang masih menggenag dibersihkan menggunakan tissue dengan cara ditempel 
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tanpa menggosok sediaan. Kaca objek dikeringkan diatas api bunsen dan siap 
diamati dibawah mikroskop (Sujaya, 2016). 
 
Gambar 4. 1 Prosedur pewarnaan Gram (1) pewarnaan kristal violet (2) 
pemberian iodin (3) pencucian dengan alkohol (4) pewarnaan safranin 
Sumber: www. laboratoryinsider.com  
b. Biakan pada Media Diferensial 
 Media diferensial yang digunakan untuk membiakkan bakteri S. aureus adalah 
Salt Manitol Agar (SMA). Prosedur pertama yaitu menimbang 5,55 gram media 
SMA untuk dilarutkan dalam 50 mL aquades. Kemudian media dipanaskan diatas 
hot plate sambil diaduk hingga larut. Media SMA selanjutnya disterilkan dengan 
autoklaf pada suhu 1210 C selama 15 menit. Kemudian media yang sudah steril 
dituangkan kedalam cawan petri ± 15 mL dan dibiarkan sampai padat (Suhartati, 
Nuraini dan Sulistiani, 2018).  
 Inokulasi S. aureus dilakukan dengan mengambil satu sampai 2 ose bakteri dan 
ditanam pada permukaan media dengan metode streak. Inokulum diinkubasi pada 
suhu 370C selama 24 jam. Koloni S. aureus yang terbentuk akan berbentuk bulat, 
berwarna kuning keemasan dengan permukaan halus, berkilau, dan sedikit 
meninggi (Jawetz, Melnick dan Adelburg, 2013). 
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c. Uji Biokimia (Hayati, Tyasningsih, Praja, Chusniati, M. N. Yunita, et al., 2019) 
 Uji biokimia yang bisa dilakukan pada S. aureus dalam penelitian ini antara lain 
yaitu uji katalase dan uji koagulase. 
1) Uji Katalase 
Uji katalase dilakukan dengan mengabil koloni bakteri kemudian diusapkan 
pada kaca objek lalu ditetesi dengan H2O2 (Hidrogen Peroksida) 3% lalu 
dicampur. 
2) Uji oksidase 
Uji oksidase dilakukan dengan mengoleskan 1 ose koloni pada Oxidase Test 
Strip dengan. Kemudian diamati perubahan warna yang terjadi. Perubahan 
warna menjadi biru dinyatakan positif.  
3) Uji Fermentasi Gula 
Bakteri diinokulasi pada media gula kemudian diinkubasi. Uji gula-gula 
positif apabila terdapat perubahan warna dari ungu menjadi kuning. 
4.9.2.2 Pembuatan Media Pertumbuhan 
 Media pertumbuhan yang digunakan S. aureus adalah media Triptic Soy 
Broth (TSB). Pembuatan media TSB dilakukan dengan melarutkan 6 gram media 
TSB bubuk kedalam 100 mL aquades. Kemudian media TSB yang sudah larut 
disterilisasi menggunakan autoklav pada suhu 1210C. Media yang sudah steril 
selanjutnya ditambahkan dengan 5% glukosa sebanyak 5 mL.  
4.9.2.3 Pembuatan Suspensi Bakteri 
 Satu ose bakteri S. aureus diinokulum kedalam 3 mL media TSB steril 
yang sudah ditambahkan glukosa 5% lalu dihomogenkan dengan vortex. Inokulum 
diinkubasi selama 18 jam pada suhu 370 C. setelah diinkubasi, inokulum 
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ditambahkan 2 mL media TSB steril yang sudah dicampurkan glukosa 5% dan 
dihomogenkan menggunakan vortex. Lalu inokulum diinkubasi kembali selama 18 
jam pada suhu yang sama kemudian OD diukur menggunakan spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 600nm hingga didapatkan hasil OD sebesar 0,5.  
4.9.3 Pembuatan Kelompok Kontrol 
Penelitian ini menggunakan kelompok kontrol positif, kontrol negatif. 
Kontrol positif menggunkan antibiotik gentamisin. Kelompok kontrol negatif 
menggunakan suspensi bakteri S. aureus.  
4.9.4 Uji Aktivitas Biofilm (Chaerunisa, 2015; Lestari, Soegianto dan Liliek S 
Hermanu, 2017; Putri, 2019 dengan modifikasi) 
4.9.4.1 Uji Deteksi Pembentukan Biofilm Staphylococcus aureus 
 Uji deteksi pembentukan biofilm S. aureus menggunakan metode dilusi 
pada microtiter plate. Uji ini dilakukan dengan memasukkan 200 µL suspensi 
bakteri S. aureus kedalam masing-masing well microplate sebagai kelompok uji 
dan 200 µL TSB ditambahkan 5% glukosa sebagai kelompo kontrol. Microplate 
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam, isi dari masing-masing 
well dibuang dan dicuci dengan larutan PBS sebanyak tiga kali. Selanjutnya 
microplate dikeringkan pada pada suhu ruang selama 15 menit. Bakteri yang masih 
menempel pada dinding well diberi warna kristal violet 0,1% sebanyak 200 µL tiap 
well. Microplate diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit dalam kondisi gelap. 
Setelah inkubasi 20 menit, cairan dalam mikroplate dibuang dan dibilas dengan 
aquades sebanyak 3 kali lalu dikeringkan. Sebelum dilakukan pengukuran OD, tiap 
well microplate diberi 200 µL asam asetat 30% dan didiamkan selama 15 menit 
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pada suhu ruang. Pengukuran OD dilakukan dengan menggunakan microplate 
reader pada panjang gelombang 595 nm.  
4.9.4.2 Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm Staphylococcus aureus 
 Uji pencegahan perlekatan biofilm pada penelitian ini menggunakan CFS A. 
oryzae dengan 5 variasi persentase yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. Uji 
ini dilakukan dengan memasukkan 200 µL CFS A. oryzae berbagai variasi 
persentase yang merupakan kelompok uji ke dalam well microplate. Pada well 
kelompok kontrol positif diberi 200 µL antibiotik gentamisin. Microplate yang 
sudah terisi kemudian diinkubasi selama 60 menit pada suhu 370 C lalu dicuci 
menggunakan PBS steril sebanyak tiga kali kemudian microplate dikeringkan pada 
suhu ruang.  
 Setelah microplate kering, setiap well kelompok uji, kelompok kontrol 
positif, dan kelompok kontrol negatif diberi 200 µL suspensi bakter S. aureus lalu 
diinkubasi selama 72 jam pada suhu 370 C. Microplate yang telah diinkubasi 
selanjutnya dicuci menggunakan PBS sebanyak tiga kali dan dikeringkan pada suhu 
ruang.   
 Selanjutnya microplate diberi pewarna kristal violet 1% sebanyak 200 µL 
untuk memberikan warna pada biofilm yang terbentuk. Setelah dilakukan 
pewarnaan, microplate diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang lalu dicuci 
kembali dengan larutan PBS dan dibiarkan mengering. Lalu microplate diberi asam 
asetat 30% sebanyak 200 µL tiap well dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu 
ruang. OD microplate selanjutnya diamati menggunakan microplate reader pada 
panjang gelombang 595 nm. Hasil uji penghambatan perlekatan biofilm ditentukan 
dengan menggunakan rumus: 
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ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.9.4.3 Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm Staphylococcus aureus 
 Uji penghambatan pembentukan biofilm pada penelitian ini menggunakan 
CFS A. oryzae dengan 5 variasi persentase yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 
6,25%. Uji ini dilakukan dengan memasukkan 100 µL suspensi bakteri S. aureus 
dan 100 µL CFS A. oryzae dalam berbagai variasi persentase yang merupakan 
kelompok uji ke dalam well microplate. Kelompok kontrol positif merupakan 100 
µL suspensi bakteri ditambahkan dengan 100 µL antibiotik gentamisin. Kelompok 
kontrol negatif menggunakan 200 µL suspensi bakteri S. aureus. Microplate yang 
sudah terisi kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 370 C lalu dicuci 
menggunakan PBS steril sebanyak 3 kali kemudian microplate dikeringkan pada 
suhu ruang.  
 Setelah microplate kering, setiap well diberi pewarna kristal violet 1% 
sebanyak 200 µL untuk memberikan warna pada biofilm yang terbentuk. Setelah 
dilakukan pewarnaan, microplate diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang lalu 
dicuci kembali dengan larutan PBS dan dibiarkan mongering. Lalu microplate 
diberi asam asetat 30% sebanyak 200 µL tiap well dan diinkubasi selama 20 menit 
pada suhu ruang. OD microplate selanjutnya diamati menggunakan microplate 
reader pada panjang gelombang 595 nm. Hasil uji penghambatan pembentukan 
biofilm ditentukan dengan menggunakan rumus: 








ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.9.4.4 Uji Penghacuran Biofilm Staphylococcus aureus 
 Uji penghancuran biofilm pada penelitian ini menggunakan CFS A. oryzae 
dengan 5 variasi persentase yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. Uji ini 
dilakukan dengan memasukkan 200 µL suspensi bakteri S. aureus ke dalam well 
kelompok uji. Microplate yang sudah terisi kemudian diinkubasi selama 72 jam 
pada suhu 370 C lalu dicuci menggunakan PBS steril sebanyak 3 kali kemudian 
microplate dikeringkan pada suhu ruang. Selanjutnya well kelompok kontrol positif 
diberi 200 µL antibiotik gentamisin, well kelompok kontrol negatif diberi 200 µL 
suspensi bakteri S. aureus, dan well kelompok uji diberi 200 µL CFS jamur A. 
oryzae. Microplate selanjutnya ditutup dan diinkubasi pada suhu 370 C selama 60 
menit. Setelah inkubasi, isi microplate dikeluarkan dan dicuci menggunakan larutan 
PBs steril lalu dikeringkan.   
 Seluruh well microplate selanjutnya diberi pewarna kristal violet 1% 
sebanyak 200 µL untuk memberikan warna pada biofilm yang terbentuk. Setelah 
dilakukan pewarnaan, microplate diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang lalu 
dicuci kembali dengan larutan PBS dan dibiarkan mengering. Lalu microplate 
diberi asam asetat 30% sebanyak 200 µL tiap well dan diinkubasi selama 20 menit 
pada suhu ruang. OD microplate selanjutnya diamati menggunakan microplate 
reader pada panjang gelombang 595 nm. Hasil uji penghancuran biofilm ditentukan 
dengan menggunakan rumus: 





ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
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ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.10 Denah Perlakuan Uji Aktivitas Biofilm 
Denah perlakuan uji aktivitas biofilm pada peneleitian ini di microplate 96 







Gambar 4. 2 Denah perlakuan uji aktivitas antibiofilm 
Keterangan: 
 Kelompok uji CFS 100 %    Kelompok kontrol positif  
 Kelompok uji CFS 50 %    Kelompok kontrol negatif 
 Kelompok uji CFS 25 %     
 Kelompok uji CFS 12,5 % 
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4.12 Analisis Data 
Pada penelitian ini, analisis data dilakukan menggunakan apliasi IBM SPSS 
Statistiks versi 26. Hasil penelitian dilakukan uji normalitas dan homogenitas dulu 
untuk menentukan uji selanjutnya yang akan dipakai. Uji normalitas menggunakan 
Shapiro-Wilk dan dikatakan data terdistribusi secara normal apabila p-value > 0,05. 
Setelah itu dilakukan uji homogenitas menggunakan Lavenne Test. Apabila 
didapatkan nilai p-value > 0,05, maka varians data disebut homogen. Setelah data 
dikatakan terdistribusi normal dan varians data homogen, selanjutnya dilakukan uji 
parametrik yaitu uji One Way ANOVA. Namun apabila data tidak terdistribusi 
normal dan tidak homogen maka uji yang dilakukan adalah uji non parametrik 
Kruskall Wallis.  
Pada uji One Way ANOVA ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan antar 
konsentrasi ditunjukkan dengan nilai p-value. Apabila p-value <0,05 menunjukkan 
adanya perbedaan yang signifikan dan nilai p-value >0,05 menunjukkan tidak 
terdapat perbedaan signifikan. Setelah didapatkan hasil yang signifikan, dilanjutkan 
uji Post-Hoc Tukey HSD untuk mengetahui nilai signifikasi perbedaan masing-
masing kelompok data satu dengan yang lain. Selanjutnya, dilakukan uji korelasi 
Pearson untuk mengetahui hubungan (korelasi) antara konsentrasi CFS dengan 
besarnya nilai OD pencegahan perlekatan biofilm, penghambatan pertumbuhan 







5.1 Identifikasi Aspergillus oryzae 
Identifikasi jamur dilakukan dengan pengamatan mikroskopis dan makroskopis 
pada biakan media diferensial. Jamur A. oryzae dibiakkan pada media Potato 
Dextrose Agar (PDA) sebagai media diferensialnya. 
 
Gambar 5. 1 A. oryzae pada biakan media PDA 
Keterangan: (a) Makroskopis (b) Mikroskopis 
Secara makroskpois, A. oryzae yang tumbuh pada media PDA memiliki koloni 
yang berwarna putih kekuningan. Pengamatan secara mikroskopis memperlihatkan 
vesikel berbentuk oval dengan konidia melingkarinya yang berbentuk bundar 
(globose). Batang atau konidiofor memiliki bentuk yang memanjang dengan tekstur 
yang halus dan cenderung tidak berwarna. Pada gambar b, philaides tidak tampak 
dengan jelas. 
 Identifikasi secara molekuler dilakukan menggunakan teknik 
Polymerase Chain Reaction (PCR) di pusat penelitian biologi Indonesian Culture 
Collection (InaCC). Hasil PCR menunjukkan bahwa DNA sampel yang digunakan 








5.2 Pembuatan Cell Free Supernathan (CFS) 
CFS didapatkan dari jamur A. oryzae yang memiliki diameter koloni lebih dari 
8 mm yang kemudian diinokulasi pada 100 ml Potato Dextrose Broth (PDB). 
Inokulum lalu diinkubasi selama 3 hari pada suhu 280 C di dalam incubator shaker. 
Pada hari ketiga inkubasi, jamur dikeluarkan lalu disaring sebanyak dua kali 
menggunkan kertas saring yang memiliki ketebalan yang berbeda untuk 
mendapatkan supernatan yang berwarna kuning. Lalu supernatan disentrifugasi 
dengan kecepatan 10.000 rpm untuk mendapatkan supernatan yang bening. 
 
Gambar 5. 2 Pembuatan CFS 
Keterangan: (a) Inokulum A. oryzae sebelum dilakukan penyaringan.  
(b) CFS yang berwarna kuning bening.   
5.3 Identifikasi Staphylococcus aureus 
Metode yang dilakukan untuk identifikasi bakteri S. aureus antara lain uji 
mikroskopis, makroskopis, dan uji biokimia. Identifikasi dilakukan di 
Laboratorium Wiyasa Mandiri Malang. Uji mikroskopis menggunakan uji 
pewarnaan gram, sedangkan uji makroskopis menggunakan biakan bakteri pada 
media diferensial. Uji biokimia yang dilakukan adalah uji katalase, uji oksidase dan 







a. Uji mikroskopis 
 
Gambar 5. 3 Hasil uji pewarnaan Gram S. aureus. 
Pengamatan mikroskopis dilakukan menggunakan uji pewarnaan gram 
menunjukkan sampel berwarna violet berbentuk coccus yang menunjukkan 
bahwa sampel ini merupakan bakteri gram positif.  
b. Uji makroskopis 
 
Gambar 5. 4 Koloni S. aureus pada media Salt Mannitol Agar (SMA). 
Pengamatan secara makroskopis dilakukan pada biakan S. aureus tampak 
koloni yang berbentuk bulat, berwarna opak kuning keemasan dengan tepi rata, 
elevasi koloni cembung, dan mengkilat. 
c. Uji biokimia 
Pada uji biokimia didapatkan hasil positif pada uji katalase dan negatif pada 
uji oksidase. Pada uji fermentasi gula didapatkan positif pada media yang 
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mengdanung laktosa, manitol, sukrosa dan menunjukkan hasil negatif pada 
media yang mengdanung fruktosa dan laktosa. 
Tabel 5. 1 Hasil uji fermentasi gula 
Jenis Uji Fermentasi Gula Hasil 
Fruktosa Negatif (-) 
Glukosa Negatif (-) 
Laktosa Positif (+) 
Manitol Positif (+) 
Sukrosa Positif (+) 
 
Dari data identifikasi sampel diatas didapatkan hasil yang menunjukkan 
karakteristik yang dimiliki oleh bakteri S. aureus sehingga bisa disimpulkan bahwa 
sampel yang digunakan untuk penelitian ini adalah sampel bakteri S. aureus. 
5.4 Hasil Uji Deteksi Biofilm Staphylococcus aureus 
Uji deteksi biofilm dilakukan dalam lama waktu inkubasi yang berbeda yaitu 
24 jam, 48 jam, dan 72 jam pada suhu yang sama yaitu 370 C. Kemudian OD setiap 
perlakuan diukur menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 595 
nm. Kemudian hasil pertumbuhan biofilm S. aureus (ODisolat) dibandingkan dengan 
hasil hitung ODcut yang diperoleh dari rata-rata OD kontrol negatif + 3x Standart 
Deviasi (SD) kontrol negatif. Hasil yang didapatkan kemudian dikelompokkan 
sesuai jenis biofilm yang dihasilkan oleh S. aureus. Dari hasil yang didapatkan 
kemudian dibandingkan antara ketiga jenis lama waktu inkubasi manakah yang 
mampu menghasilkan biofilm yang paling kuat sehingga selanjutnya lama waktu 




Gambar 5. 5 Uji deteksi biofilm S. aureus 
Dari hasil tersebut kemudian dihitung masing-masing ODcut dan dibandingkan 
dengan ODisolat tiap perlakuan lalu dikelompokkan sesuai jenis biofilm yang 
terbentuk dan dihasilkan data seperti berikut: 
Tabel 5. 2 Jenis biofilm yang dihasilkan masing-masing perlakuan 
24 JAM 48 JAM 72 JAM 
4xODc < OD isolat 
4 x 0.067 < 0.706 
0.268 < 0.706 
(strong biofilm) 
ODc < OD isolat ≤ 2 x 
ODc 
1.124 < 1.858 ≤ 2.248 
(weak biofilm) 
2 x ODc < OD ≤ 4 x 
ODc 
1.390 < 1.703 ≤ 2.780 
(medium biofilm) 
 
Dari hasil pengelompokan diatas, didapatkan hasil yaitu bakteri S. aureus 
dengan lama inkubasi 24 jam tergolong bakteri yang mampu memproduksi biofilm 
kuat. Jadi lama waktu inkubasi yang dipakai pada uji aktivitias antibiofilm 
penelitian ini adalah 24 jam.  
5.5 Hasil Persentase Uji Aktivitas Antibiofilm Aspergillus oryzae 
Uji aktivitas antibiofilm pada penelitian ini meliputi uji pencegahan perlekatan 




















Uji dalam beberapa jam
OD Perlakuan OD Kontrol
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Hasil persentase aktivitas antibiofilm A. oryzae terhadap ketiga uji tersebut adalah 
sebagai berikut: 
 
Gambar 5. 6 Hasil persentase uji aktivitas antibiofilm A. oryzae 
Dari gambar diatas menunjukkan bahwa nilai persentase aktivitas antibiofilm 
tertinggi secara berturut-turut adalah uji pencegahan perlekatan, uji pertumbuhan, 
dan uji penghancuran. Hasil ini menunjukkan bahwa A. oryzae memiliki aktivitas 
antibiofilm yang tinggi terhadap pencegahan perlekatan biofilm S. aureus dan 
memiliki aktifitas antibiofilm yang rendah terhadap penghancuran biofilm S. 
aureus. 
5.5.1 Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm Staphylococcus aureus 
Pada uji pencegahan perlekatan, hasil OD tiap perlakuan diukur setelah 
proses pewarnaan. Kemudian nilai OD kelompok uji dibandingkan dengan nilai OD 
kelompok kontrol lalu digambarkan dalam grafik berikut. 
Perlekatan Pertumbuhan Penghancuran
Presentase 100% 90% 22% 42%
Presentase 50% 89% 26% 32%
Presentase 25% 80% 37% 7%
Presentase 12.5% 88% 34% 13%















Gambar 5. 7 Hasil OD uji pencegahan perlektan biofilm S. aureus 
Dari gambar diatas menunjukkan bahwa nilai OD tertinggi adalah kelompok 
kontrol negatif sebesar 0.657 dan nilai OD terendah adalah kelompok kontrol positif 
dengan nilai sebesar 0.060. Nilai OD tertinggi dari kelompok uji adalah 0.133 yang 
merupakan hasil OD konsentrasi 25%. Nilai OD menunjukkan grafik yang 
meningkat pada persentase 100% hingga konsentrasi 25% lalu menurun pada 
konsentrasi 12.5% dan meningkat lagi pada konsentrasi 6.25%. Persentase aktifitas 
antibiofilm tertinggi pada uji ini terdapat pada konsentrasi 100% yaitu sebesar 90%.  
5.5.2 Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm Staphylococcus aureus 
Hasil OD uji penghambatan pertumbuhan didapatkan dengan cara 
mengukur tiap well microplate setelah proses pewarnaan menggunakan microplate 
reader. Kemudian nilai OD kelompok uji dibandingkan dengan nilai OD kelompok 



















Gambar 5. 8 Hasil OD uji penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus 
Dari gambar diatas menunjukkan bahwa hasil OD tertinggi merupakan nilai 
OD kontrol negatif sebesar 0.082 sedangkan nilai OD terendah adalah nilai OD 
kontrol positif dengan nilai 0.043. secara berurutan, grafik nilai OD konsentrasi 
100% mengalami penurunan yaitu dari nilai 0.064 ke nilai 0.052 pada konsentrasi 
25%. Kemudian nilai OD meningkat kembali pada konsentrasi 12.5% dan 
konsentrasi 6.25%. Persentase aktifitas antibiofilm tertinggi pada uji ini terdapat 
pada konsentrasi 25% yaitu sebesar 37%. 
5.5.3 Uji Penghancuran Biofilm Staphylococcus aureus 
Hasil OD uji penghancuran biofilm yang diukur setelah proses pewarnaan 
kemudian dibandingkan antar kelompok uji dengan kelompok kontrol. Kemudian 






















Gambar 5. 9 Hasil OD uji penghancuran biofilm S. aureus 
Nilai OD tertinggi yaitu OD kontrol negatif dengan nilai 0.194 sedangkan 
nilai OD terendah yaitu OD kontrol positif dengan nilai 0.041. Nilai OD kelompok 
uji paling tinggi pada konsentrasi 25% sedangkan nilai OD kelompok uji yang 
paling rendah terdapat pada konsentrasi 100%. Grafik menunjukkan peningkatan 
nilai OD dari konsentrasi 100% hingga konsentrasi 25%. Kemudian nilai OD 
mengalami penurunan pada konsentrasi 12,5% dan meningkat lagi pada konsentrasi 
6,25%. Persentase aktifitas antibiofilm paling tinggi pada uji ini terdapat pada 
konsentrasi 100% dengan persentasi aktivitas pengahncuran biofilm sebesar 42%. 
5.6 Hasil Analisis Data 
Pada penelitian ini analisis data menggunakan aplikasi IBM SPSS Statistik versi 
26. Analisis data dilakukan pada masing-masing uji aktivitas antibiofilm meliputi 
uji pencegahan perlekatan, uji penghambatan pertumbuhan, dan uji penghancuran. 
Sebelumnya hasil OD seluruh uji dilakukan uji normalitas dan homogenitas 
kemudian data dilakukan uji parametrik apabila data normal dan homogen 

















K+ K- 100% 50% 25% 12,5% 6,25%
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dan atau tidak homogen menggunakan kruskal wallis. Selanjutnya data dilakukan 
uji lanjutan yaitu mann withney untuk mengetahui signifikasi perbedaan masing-
masing kelompok data satu dengan yang lainnya. Langkah terakhir yaitu melakukan 
uji korelasi pearson atau spearman untuk mengetahui tingkat dan arah hubungan 
antara persentase CFS A. oryzae dengan nilai OD pada masing-masing uji 
antibiofilm. 
5.6.1 Uji Normalitas dan Homogenitas 
 Pada penelitian ini uji normalitas yang digunakan adalah Saphiro-Wilk karena 
jumlah sampel kurang dari 50 dan menggunakan uji Lavene pada uji homogenitas. 
Cara pengambilan keputuan pada uji normalitas dan homogenitas adalah dengan 
melihat besar p-value. Apabila p-value pada kedua uji kurang dari 0,05 maka data 
tersebut tidak terdistribusi secara normal dan tidak homogen. Sebaliknya apabila 
nilai p-value lebihi dari 0,05 maka data tersebut terdistribusi secara normal dan 
homogen. Berikut tabel uji normalitas dan uji homogenitas tiap uji antibiofilm. 


















0,447 0,586 0,764 
Konsentrasi 
25% 
0,505 0,272 0,026 
Konsentrasi 
12,5% 
0,956 0,272 0,065 
Konsentrasi 
6,25% 
0,702 0,976 0,998 
Kontrol 
Positif 
0,486 0,513 0,279 
Kontrol 
Negatif 




 Dari data uji normalitas diatas diketahui bahwa ada beberapa kelompok data 
yang memiliki nilai p-value kurang dari 0,05 sehingga data yang diperoleh 
merupakan data yang tidak terdistribusi secara normal. Pada uji homogenitas 
didapatkan nilai p-value pada ketiga jenis uji antibiofilm bernilai kurang dari 0,05 
sehingga data tersebut merupakan data yang tidak homogen. 
5.6.2 Uji Kruskall Walis 
 Uji Kruskal-Wallis adalah uji statistik nonparametrik yang bertujuan untuk 
mengetahui adanya perbedaan yang signifikan antara data variabel dependen 
dengan data variabel independennya. Pengambilan keputusan pada uji Kruskal-
Wallis adalah dengan cara melihat nilai p-value. Apabila nilai p-value kurang dari 
0,05 maka data tersebut memiliki perbedaan yang signifikan dan sebaliknya.   
 Hasil uji Kruskal-Wallis yang telah dilakukan ke ketiga data uji antibiofilm 
seluruhnya menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan. Pada uji pencegahan 
perlekatan, uji penghambatan pertumbuhan, dan uji penghancuran nilai p-value 
masing-masing sebesar 0.005, 0.010, dan 0.020 yang mana nilai ini kurang dari 
0.05. 
5.6.3 Uji Mann Whitney 
 Uji mann whitney dilakukan untuk mengetahui kelompok perlakuan mana 
yang berbeda secara signifikan. Kelompok perlakuan yang dinyatakan signifikan 
adalah kelompok yang memiliki nilai signifikasi kurang dari 0,05. 
5.6.3.1 Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
Tabel 5. 4 Hasil uji Mann-Whitney pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
Kelompok K+ K- 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 
K+   0.021 0.886 0.386 0.043 0.083 0.029 
K- 0.021   0.021 0.021 0.021 0.021 0.021 
100% 0.886 0.021   0.773 0.083 0.149 0.021 
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50% 0.386 0.021 0.773   0.083 0.386 0.083 
25% 0.043 0.021 0.083 0.083   0.248 0.468 
12,5% 0.083 0.021 0.149 0.386 0.248   0.149 
6,25% 0.029 0.021 0.021 0.083 0.468 0.149   
Keterangan: K+ (kontrol positif); K- (kontrol negatif).  
Warna abu-abu menunjukkan data yang dibandingkan signifikan (p-value kurang  
dari 0,05). 
Pada tabel diatas dapat dilihat bahwa perbedaan nilai OD yang signifikan 
terdapat pada kelompok kontrol positif terhadap nilai OD kontrol negatif, 
konsentrasi 25%, dan 6,25%.  Perbedaan nilai OD signifikan juga terdapat pada 
nilai OD kontrol negatif  terhadap nilai OD seluruh kelompok uji meliputi 
persentase 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 6,25% dan kelompok kontrol positif.  
5.6.3.2 Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Tabel 5. 5 Hasil uji mann whitney penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus.  
Kelompok K+ K- 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 
K+   0.020 0.020 0.021 0.020 0.020 0.021 
K- 0.020   0.243 0.146 0.019 0.019 0.020 
100% 0.020 0.243   0.772 1.000 0.462 0.384 
50% 0.021 0.146 0.772   0.189 0.245 0.885 
25% 0.020 0.019 1.000 0.189   0.538 0.081 
12,5% 0.020 0.019 0.462 0.245 0.538   0.189 
6,25% 0.021 0.020 0.384 0.885 0.081 0.189   
Keterangan: K+ (kontrol positif); K- (kontrol negatif). 
Warna abu-abu menunjukkan data yang dibandingkan signifikan (p-value kurang  
dari 0,05). 
Pada tabel diatas dapat dilihat bahwa terhadap perbedaan yang signifikan 
antara nilai OD kontrol positif terhadap nilai OD seluruh kelompok uji meliputi 
persentase 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan kelompok kontrol negatif. Selain 
itu kelompok kontrol negatif memiliki nilai OD yang signifikan berbeda dengan 




5.6.3.3 Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
Tabel 5. 6 Hasil uji mann whitney penghancuran biofilm S. aureus 
Kelompok K+ K- 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 
K+   0.081 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 
K- 0.081   1.000 1.000 0.773 1.000 1.000 
100% 0.02 1.000   0.083 0.043 0.021 0.021 
50% 0.02 1.000 0.083   0.663 0.248 0.021 
25% 0.02 0.773 0.043 0.663   0.773 0.248 
12,5% 0.02 1.000 0.021 0.248 0.773   0.248 
6,25% 0.02 1.000 0.021 0.021 0.248 0.248   
Keterangan: K+ (kontrol positif); K- (kontrol negatif). Warna abu-abu 
menunjukkan data yang dibandingkan signifikan (p-value kurang  
dari 0,05). 
Dari data uji mann withney nilai OD penghancuran biofilm diatas menunjukkan 
bahwa terdepat perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol positif terhadap 
seluruh kelompok uji meliputi 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. Perbedaan 
yang signifikan juga terdapat pada konsentrasi 100% terhadap nilai OD konsentrasi 
25%, 12,5%, dan 6,25%.  Konsentrasi 50% juga memiliki nilai OD yang berbeda 
secara signifikan dengan nilai OD konsentrasi 6,25%. 
5.6.4 Uji Korelasi Spearman 
 Uji korelasi spearman dilakukan untuk mengetahui adanya hubungan antara 
variabel independen dan dependen. Uji korelasi pada penelitian ini bertujuan untuk 
mencari adakah hubungan yang signifikan antara besarnya konsentrasi CFS A. 
oryzae terhadap biofilm S. aureus yang terbentuk. Terdapat hubungan yang 
signifikan apabila nilai p-value kurang dari 0,05. Untuk melihat nilai besarnya 
hubungan ditentukan dari nilai koefisien korelasi. Berikut tabel interpretasi yang 
digunakan. 
Tabel 5. 7 Interpretasi hasil uji korelasi 
Nilai koefisen korelasi Tingkat hubungan 
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0,00 - 0,19 Sangat rendah 
0,20 – 0,39 Rendah  
0,40 – 0,59 Sedang  
0,60 – 0,79 Kuat  
0,80 – 1,00 Sangat kuat 
 (Sugiyono, 2019) 
 Selain besarnya nilai korelasi, tanda korelasi juga berpengaruh pada 
interpretasi hasil uji korelasi. Tanda bisa positif juga bisa negatif. Tanda positif 
menunjukkan arah yang sama atau korelasi searah, sedangkan tanda negatif 
menunjukkan adanya korelasi yang berlawanan.   
5.6.4.1 Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
 Nilai signifikasi pada uji korelasi spearman yang dilakukan terhadap hasil 
OD pencegahan perlekatan biofilm adalah sebesar 0,327 (>0,05) yang 
menunjukkan bahwa tidak ada korelasi antara besarnya konsentrasi CFS A. oryzae 
dengan tingkat pencegahan perlekatan biofilm (dilihat dari nilai OD).  
5.6.4.2 Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
 Nilai signifikasi pada uji korelasi spearman yang dilakukan terhadap hasil 
OD penghambatan pertumbuhan biofilm adalah sebesar 0,349 (>0,05) yang 
menunjukkan bahwa tidak terdapat korelasi yang signifikan antara besarnya 
kosentrasi CFS dengan tingkat penghambatan pertumbuhan (dilihat dari nilai OD).  
5.6.4.3 Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
 Nilai signifikasi pada uji korelasi spearman yang dilakukan terhadap hasil 
OD penghancuran biofilm adalah sebesar 0,000 (<0,05) yang menunjukkan bahwa 
terdapat korelasi yang signifikan antara besarnya kosentrasi CFS dengan tingkat 
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penghancuran (dilihat dari nilai OD). Nilai koefisien korelasi adalah sebesar 0,645 
yang menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang tingkatnya kuat antara besar 
konsetrasi CFS A. oryzae terhadap tingkat penghancuran biofilm S. aureus. Nilai 
korelasi tersebut bertanda positif yang artinya semakin tinggi konsentrasi CFS maka 








Aspergillus oryzae adalah jamur yang sering ditemukan pada tanaman padi 
sehingga hal tersebut merupakan alasan dari penamaanya yaitu oryzae. Akhir-akhir 
ini banyak peneliti yang tertarik untuk membuktikan adanya aktifitas antibiofilm 
pada jamur genus Aspergillus ini. Identifikasi makroskopis dilakukan dengan 
mengamati secara langsung koloni yang terbentuk pada inokulum media Potato 
Dextrose Agar (PDA). Koloni kemudian diamati secara mikroskopis dengan 
membuat slide preparat pada object glass (Praja dan Yudhana, 2017). 
Pada penelitian ini CFS didapatkan dari proses penyaringan inokulum A. 
oryzae yang sudah diinkubasi selama 3 hari sebelumnya. Penyaringan dilakukan 
sebanyak 2 kali dalam suhu dingin untuk menjaga kualitas enzim yang akan diteliti. 
Kemudian CFS dibagi kedalam 5 jenis konsentrasi yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5%, 
dan 6,25%. Pembuatan konsentrasi CFS menggunakan metode dilusi serial pada 
tabung reaksi. CFS konsentrasi 100% berarti satu tabung reaksi (tabung a) berisi 
100% CFS A. oryzae murni hasil penyaringan tanpa ditambahkan media PDB 
atupun glukosa. Kemudian pada konsentrasi 50% dilakukan dilusi dengan cara 
mencampurkan CFS konsentrasi 100% (tabung reaksi a) dengan media PDB+2% 
glukosa lalu dihomogenkan pada tabung reaksi b dengan rasio volume yang sama 
yaitu 1:1. Begitu pula dengan konsentrasi yang lebih rendah ditambahkan PDB+2% 
glukosa dengan rasio volume yang sama pada tabung reaksi c, d, dan e (Prateeksha 
et al., 2020). 
S. aureus adalah bakteri gram positif dengan tingkat infeksi yang tinggi di 
dunia termasuk Indonesia. Infeksi S. aureus selalu dikaitkan dengan penyakit yang 
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memiliki tinggi angka kematian, lama dan tinggi biaya perawatan. Lama perawatan 
pada penyakit S. aureus salah satunya disebabkan oleh sulitnya menentukan jenis 
antibiotik apa yang sensitive terhadap S. aureus. Hal ini disebabkan karena adanya 
perilaku resistensi S. aureus terhadap beberapa golongan antibiotik seperti 
methicillin dan antibiotik golongan beta lactam.  Salah satu penyebab resistensi S. 
aureus adalah kemampuan bakteri membentuk biofilm. Mekanisme resistensi pada 
bakteri pembentuk biofilm adalah antimikroba tidak mampu menembus sawar 
Extracellular Polymeric Substance (EPS) yang merupakan struktur biofilm 
sehingga, antimikroba tidak mampu membunuh bakteri pembentuk biofilm 
(Fortuin-de Smidt et al., 2015; Homenta, 2016; Danreas, Sitanggang dan Utama, 
2020). 
Mekanisme pembentukan biofilm pada bakteri keseluruhan secara umum 
terdiri dari lima tahapan yaitu attachment, multiplikasi, exodus, maturasi, dan 
dispersal atau pemecahan. Pada fase attachment, flagella, fimbriae, dan fili tipe IV 
berperan penting untuk membentuk agregasi bakteri dan membentuk mikrokoloni. 
Flagella dan fimbriae memberikan daya tarik menarik sehingga mengubah interaksi 
yang awalnya tolak menolak antara bakteri dengan permukaan yang sama-sama 
bermuatan negatif menjadi gaya tarik. Pada fase ini ekstraseluler DNA (eDNA) juga 
berperan dalam proses adhesi dengan berikatan dengan reseptor di substrat. 
Resistensi antibiotik disebabkan karena muatan negatif eDNA mampu menarik dan 
mengikat antibiotik yang bermuatan positif sehingga transport antibiotik menuju 
biofilm terhambat dan bakteri yang berada dalam biofilm terlindungi dari senyawa 
antimikroba. Mikrokoloni yang terbentuk kemudian diselimuti oleh suatu lapisan 
tipis monolayer biofilm. Lapisan tipis yang baru terbentuk ini kemudian menarik 
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sel-sel bakteri dengan spesies yang sama kedalam biofilm. Lapisan yang awalnya 
satu lapis kemudian terus tumbuh dan berkembang hingga berbentuk seperti jamur 
(Hidayati dan Liuwan, 2019).  
Bakteri memiliki protein ekstraseluler yang merupakan penyusun matriks 
ekstrapolisakarida (EPS). EPS berfungsi menstabilkan struktur biofilm. Tahapan 
pembentukan biofilm berkembang terus sampai terjadi proses pematangan atau 
maturasi. Pada proses maturasi, biofilm yang telah berbentuk jamur kemudian 
mematangkan strukturnya dengan membentuk pipa-pipa didalamnya untuk 
menyalurkan nutrisi dan sisa metabolism. Senyawa antibiofilm sangat diperlukan 
untuk mengurangi insiden infeksi bakteri pembentuk biofilm. Senyawa antibiofilm 
diharapkan mempunyai efektifitas dalam mencegah perlekatan biofilm, 
menghambat pertumbuhan biofilm, dan mampu menghancurkan biofilm yang telah 
terbentuk (Jawetz, Melnick dan Adelburg, 2013; Homenta, 2016; Hidayati dan 
Liuwan, 2019). 
Sampel bakteri S. aureus yang digunakan pada penelitian ini telah dilakukan 
identifikasi di Laboratorium Wiyasa Mandiri Malang secara mikroskopis, 
makroskopis, dan biokimia. Pada uji mikroskopis sampel penelitian menunjukkan 
warna violet berbentuk coccus (bahkteri gram positif). Identifikasi makroskopis 
koloni S. aureus pada media SMA menunjukkan koloni bulat berwarna kuning 
keemasan dengan tepi rata. Pada media SMA, bakteri ini akan memfermentasi 
manitol sehingga menghasilkan warna koloni kuning. Uji biokimia yang dilakukan 
antara lain uji katalase, uji oksidase, dan uji fermentasi gula. Sampel menunjukkan 
reaksi yang positif pada uji katalase yang artinya bakteri ini mampu menghasilkan 
gelembung gas ketika olesan bakteri ditetesi hidrogen peroksida. Uji oksidase 
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dilakukan pada sampel ini dan menunjukkan hasil negatif yangmana karakter ini 
sama dengan karakteristik yang dimiliki oleh S. aureus. Uji fermentasi gula 
dilakukan pada lima jenis gula. Hasil positif didapatkan pada media yang 
mengdanung laktosa, manitol dan sukrosa yang ditandai dengan perubahan warna 
dari ungu menjadi kuning. Sedangkan pada media yang mengdanung fruktosa dan 
glukosa tidak terdapat perubahan warna. Hal ini menunjukkan bahwa sampel S. 
aureus yang digunakan dalam penelitian ini tidak mampu memfermentasi jenis glua 
tersebut (Arbi, Noviydanri dan Valentina, 2019; Darmawi et al., 2019). 
Sampel yang telah diidentifikasi kemudian dilakukan uji deteksi biofilm. Uji 
ini berguna untuk melihat kekuatan sampel untuk membentuk biofilm. Uji deteksi 
biofilm terdiri dari dua kelompok yaitu kelompok uji yang berisi media TSB + 
glukosa 5% + bakteri dan kelompok kontrol yang berisi media TSB + glukosa. 
Penambahan glukosa pada penelitian ini merujuk pada penelitian sebelumnya 
tentang uji antibiofilm terhadap S. aureus oleh Felicita (2019). Hasil yang 
didapatkan menunjukkan bahwa terdapat peningkatan OD yang signifikan antara 
OD biofilm yang terbentuk oleh bakteri tanpa pemberian glukosa (1,155) dengan 
bakteri yang ditambahkan glukosa (2,509). Glukosa yang ditambahkan berpengaruh 
pada kemampuan bakteri yang hidup secara planktonik untuk menempel satu sama 
lain sehingga bakteri lebih mudah menempel dan membentuk biofilm. Glukosa 
meningkatkan regulasi ekspresi gen dari locus icaABCD sehingga meningkatkan 
sintesis polysaccharide intracellular adhesion (PIA). PIA berperan pada fase 
maturasi dalam tahapan pembentukan biofilm (Putri, 2019). 
Setelah proses pencucian dan pewarnaan, nilai OD kemudian diukur lalu 
dihitung untuk menentukan nilai ODc. Nilai ODc yang didapatkan masing-masing 
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perlakuan dengan lama inkubasi yaitu 24 jam, 48 jam, dab 72 jam yaitu 0,067, 
1,124, dan 0,695. Kemudian nilai masing-masing ODc dibandingkan dengan nilai 
OD isolate. Pada lama inkubasi 24 jam nilai OD isolat memiliki nilai lebih besar 
dari 4x ODc (sesuai rumus 4x ODc < OD isolat) yang berarti sampel bakteri S. 
aureus yang dipakai untuk penelitian ini merupakan bakteri pembentuk biofilm kuat 
apabila diinkubasi selama 24 jam. Hasil ini merupakan nilai tertinggi dari perlakuan 
yang lain. Pada lama inkubasi 48 jam didapatkan perbdaningan hasil OD 
menunjukkan bahwa bakteri S. aureus pada penelitian ini merupakan bakteri 
pembentuk biofilm lemah. Bakteri merupakan bakteri pembentuk biofilm sedang 
apabila inkubasi dilakukan selama 72 jam. Dari hasil pengelompokan diatas, lama 
waktu inkubasi yang digunakan pada uji antibiofilm selanjutnya adalah 24 jam 
(Ruchi, Sujata dan Anuradha, 2015). 
Uji antibiofilm pada penelitian ini meliputi uji pencegahan perlekatan, uji 
penghambatan pertumbuhan, dan uji penghancuran. Setiap uji terdiri dari 8 
kelompok perlakuan. Lima kelompok diantaranya merupakan kelompok uji dengan 
konsentrasi yang berbeda sisanya kelompok kontrol positif, dan kontrol negatif. 
Kontrol negatif yang digunakan adalah TSB + glukosa 5% + bakteri sedangkan 
kontrol positif berisi bakteri dan antibiotik gentamisin. Marques et al., (2015) 
menyatakan bahwa gentamisin memiliki efektifitas yang baik melawan bakteri 
pembentuk biofilm. Hal ini didukung oleh Ciofu et al., (2017) yang menyatakan 
bahwa antibiotik golongan aminoglikosida salah satunya gentamisin digunakan 
sebagai pilihan terapi infeksi dengan biofilm pada pasien operasi ortopedi.  
Delapan kelompok perlakuan kemudian dimasukkan kedalam well-
microplate sesuai denah perlakuan yang telah dibuat sebelumnya. Microplate 
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kemudian diinkubasi pada suhu 370C. Menurut Hikmah, (2018) suhu mempunyai 
pengaruh yang signifikan pada pertumbuhan bakteri S. aureus. Suhu paling optimal 
adalah 370C. Setelah inkubasi, seluruh isi microplate dibuang dan dicuci 
menggunakan larutan Phosphate-Buffered Saline (PBS) sebanyak tiga kali. PBS 
adalah larutan buffer natrium klorida yang mengdanung natrium fosfat, kalium 
fosfat, dan kalium fosfat yang sering digunakan di laboratorium. Pemilihan PBS 
karena larutan ini bersifat isotonik dan non toksik sehingga tidak menghancurkan 
jaringan sel bakteri dan tetap menjaga keutuhan biofilm yang terbentuk. Pencucian 
dilakukan dengan metode pipetting menggunakan mikropipet secara hati-hati untuk 
mencegah rusaknya biofilm dan tidak ada hasil negatif palsu (Rosdiana dan 
Hadisaputri, 2016). 
Setelah proses pencucian, struktur biofilm yang melekat pada dinding atau 
dasar well kemudian diwarnai menggunakan larutan kristal violet 1%. Kristal violet 
yang dilarutkan dalam air akan menjadi ion kristal violet dan ion klorida. Ion kristal 
violet bermuatan positif yang mana muatan ini akan mengikat muatan negatif pada 
biofilm sehingga biofilm akan berwarna violet. Kristal violet didiamkan selama 15 
menit dalam suhu ruang. Penggunaan pewarna kristal violet dengan inkubasi 15 
menit juga dilakukan oleh Putri (2019), Chaerunisa (2015), Hdanayani (2015), dan 
Arjuna et al., (2018). Setelah pewarnaan, kemudian dilakukan pencucian 
menggunakan aquades. Pencucian pertama yang menggunakan PBS bertujuan 
untuk menghilangkan sel-sel bakteri planktonik yang tidak menempel sedangkan 
pencucian kedua bertujuan untuk menghilangkan bakteri yang terwarnai namun 
tidak menempel pada dinding well. Menurut Berlanga et al., (2014) proses adhesi 
bakteri ke permukaan well dipengaruhi oleh hidrofobisitas. Sedangkan sel 
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planktonik memiliki hidrofobisitas yang rendah sehingga sulit menempel pada 
dinding well dan mudah terlepas akibat proses pencucian. Asam asetat kemudian 
ditambahkan pada tiap well-microplate sebanyak 200 μL untuk melarutkan biofilm 
yang masih melekat pada dinding well untuk selanjutnya diukur nilai OD. 
Pengukuran OD menggunakan panjang gelombang 595 nm. Panjang gelombang ini 
mengacu pada penelitian yang sama yang dilakukan oleh Putri (2019) dan 
Chaerunisa (2015) (Lestari, Soegianto dan Liliek S. Hermanu, 2017). 
Dalam pembentukan biofilm, sel-sel bakteri planktonik menggunakan suatu 
sistem komunikasi yang disebut quorum sensing. Sistem QS yang digunakan 
bakteri S. aureus adalah Autoinducing Peptide (AIP). QS bekerja dengan cara 
mengetahui densitas bakteri dalam suatu biofilm. Senyawa antibiofilm bekerja 
sebagai Quorum Sensing Inhibitor (QSI). Proses penghambatan QS terjadi dalam 
beberapa mekanisme yaitu mengurangi aktifitas reseptor AHL, menghambat 
pembentukan molekul sinyal QS, menghancurkan molekul AHL, menyerupai 
molekul sinyal QS dengan menggunakan senyawa sintetis dan bekerja sebagai 
analognya. Senyawa ini banyak ditemukan secara natural di alam atau bisa berupa 
sintetis. Banyak penelitian dilakukan untuk menguji senyawa QSI yang terdapat 
pada tumbuhan, hewan, bakteri, bahkan jamur. Penelitian tentang antibakteri pada 
jamur banyak berkembang satu abad belakangan. Beberapa spesies jamur 
mempunyai senyawa QSI yang bekerja melalui aktivitas lactonase (Kalia, 2013; 
Hidayati dan Liuwan, 2019).  
Aspergillus oryzae memiliki kandungan β-glucosidase yang mampu 
mengacaukan sistem quorum sensing. β-glucosidase mampu memotong ikatan 
glukosa dan membebaskan senyawa fenolik. Senyawa fenolik yang dihasilkan akan 
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menghambat proses pembentukan biofilm. Asam fenolat diketahui mampu 
beninteraksi dengan dinding bakteri, menghambat sintesis asam nukleat, dan 
menurunkan produksi EPS pada proses pembentukan biofilm. Penelitian yang 
dilakukan Slobodníková et al., (2016) senyawa fenolik mampu mengganggu proses 
agregasi bakteri S. aureus pada tahapan pembentukan biofilm. Hal ini terjadi akibat 
senyawa fenolik mampu menekan regulasi dari gen icaA dan icaD pada S. aureus. 
Hal ini didukung dengan penelitian Silva et al., (2016) yang menunjukkan adanya 
aktivitas penghambatan biofilm dengan mempengaruhi mekanisme quorum sensing 
(Miquel et al., 2016) 
6.1 Pembahasan hasil pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
Dari gambar 5.7 bisa dilihat bahwa nilai OD pada konsentrasi 100%, 50%, 25%, 
12,5%, dan 6,25% berturut turut adalah 0.065, 0.071, 0.132, 0.081, 0.102 sedangkan 
nilai OD kontrol positif adalah 0.060 dan kontrol negatif 0.656. Data diatas 
menunjukkan kontrol positif memiliki nilai OD terendah diantara seluruh kelompok 
uji dan kelompok kontrol. Hal ini membuktikan bahwa antibiotik gentamisin 
memiliki aktifitas pencegahan perlekatan biofilm S. aureus yang lebih baik 
daripada CFS A. oryzae dalam konsentrasi berapapun. Data juga menunjukkan 
bahwa nilai OD kelompok uji pada seluruh konsentrasi berada dibawah nilai OD 
kontrol negatif. Penurunan nilai OD kontrol negatif ini menunjukkan adanya 
pengurangan ketebalan matriks biofilm yang terbentuk. Hal ini menujukkan bahwa 
CFS A. oryzae mampu mencegah perlekatan biofilm S. aureus. 
Kemudian nilai OD dihitung sesuai rumus berikut untuk menentukan persentase 
aktivitas pencegahan perlekatan. 







ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
Hasil persentase aktivitas pencegahan perlekatan bisa dilihat pada gambar 5.6. 
Konsentrasi CFS yang memiliki aktivitas pencegahan perlekatan dari yang paling 
tinggi ke yang paling rendah adalah konsentrasi 100% yaitu sebesar 90%, 
konsentrasi 50% sebesar 89%, konsentrasi 12,5% sebesar 88%, konsentrasi 6,25% 
sebesar 84%, dan konsentrasi 25% sebesar 80%. Hasil persentase aktivitas 
antibiofilm ini membentuk pola sigmoid (membentuk huruf s) apabila data 
disajikan dalam bentuk grafik seperti pada pada gambar 5.6. 
Data kemudian dianalisis secara statistik menggunakan aplikasi IBM SPSS 
Satistics versi 26. Uji normalitas menunjukkan data terdistribusi normal namun 
pada uji homogenitas didapatkan nilai p-value < 0,05 yang berarti data tidak 
homogen. Selanjutnya data dilakukan uji nonparametrik Kruskall Wallis dan 
didapatkan bahwa terdapat perbedaan yang signifkan pada data uji pencegahan 
perlekatan. Selanjutnya dilakukan uji mann whitney untuk melihat signifkasi 
perbedaan masing-masing kelompok perlakuan. Dari hasil uji mann whitney 
didapatkan perbedaan yang signifikan antara kontrol negatif terhadap seluruh 
kelompok perlakuan. Perbedaan yang signifikan juga ditemukan pada kontrol 
negatif terhadap kontrol negatif, konsentrasi 25%, dan 6,25%. 
Uji statistik korelasi spearman kemudian dilakukan dan didapatkan nilai sig-2 
tailed sebesar 0.327 (>0,05) yang artinya tidak terdapat korelasi atau hubungan 
antara besarnya konsentrasi CFS A. oryzae terhadap tingkat pencegahan perlekatan 
biofilm S. aureus. Kemudian besar nilai koefisien korelasi menunjukkan derajat 
korelasi antara kedua variabel. Koefisien korelasi uji pencegahan perlekatan adalah 
84 
 
sebesar 0.192 yang berarti derajat korelasinya sangat rendah. Selain itu, tanda 
koefisien korelasi juga perlu diperhatikan. Tanda koefisien korelasi yang positif 
menunjukkan korelasi yang searah, yang berarti semakin besar konsentrasi CFS 
mendanakan semakin besar OD yang dihasilkan (aktivitas pencegahan perlekatan 
semakin rendah). Jadi bisa disimpulkan bahwa besar nilai OD uji pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus tidak dipengaruhi secara signifikan oleh besarnya 
konsentrasi CFS A. oryzae dengan derajat korelasi sangat lemah. 
6.2 Hasil penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus 
Dari gambar 5.8 hasil OD kelompok uji menunjukkan penurunan apabila 
dibandingkan OD kontrol negatif. OD konsentrasi kelompok uji secara berturut-
turut dari konsentrasi 100% ke konsentrasi 6,25% adalah 0.064, 0.061, 0.052, 0.054, 
dan 0.057. Data ini apabila disajikan dalam bentuk grafik akan membentuk grafik 
yang sigmoid (berbentuk huruf s). Nilai OD kontrol positif berada dibawah nilai 
OD kelompok uji yaitu sebesar 0.043. Hal ini menunjukkan bahwa antibiotik 
gentamisin memiliki aktivitas penghambatan pertumbuhan biofilm lebih efektif 
daripada CFS A. oryzae. 
Persentase aktivitas penghambatan pertumbuhan biofilm menunjukkan kurva 
yang melengkung. Nilai OD tertinggi berada di tengah kurva yaitu nilai OD 
konsentrasi 25% sebesar 37%. Kurva ini menunjukkan bahwa peningkatan 
konsentrasi CFS A. oryzae mampu meningkatkan aktivitas penghambatan 
pertumbuhan pada konsentrasi 6,25% hingga konsentrasi 25%. Namun pada 
konsentrasi 50% dan 100% yang merupakan konsentrasi maksimal, aktivitas 
penghambatan pertumbuhan CFS A. oryzae justru menurun hingga sebesar 22%. 
Hal ini dijelaskan oleh Katzung et al., (2012) bahwa respon suatu agen obat sangat 
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tergantung dengan jumlah reseptor yang tersedia sehingga mampu menimbulkan 
efek yang diinginkan. Penurunan efek pada konsentrasi yang lebih tinggi 
menujukkan terjadinya kejenunhan reseptor obat terhadap molekul obat sehingga 
tidak menimbulkan peningkatan efek yang signifikan meskipun konsentrasi 
ditambahkan.  
Analisis statistik kemudian dilakukan untuk melihat adanya perbedaan dan 
korelasi yang signifikan atau tidak pada data yang dihasilkan. Normalitas data 
sebelumya diuji dengan uji saphiro-wilk dan didapatkan perbedaan nilai p-value. 
Kelompok kontrol memiliki nilai p-value yang lebih dari 0,05 namun pada salah 
satu kelompok uji yaitu konsentrasi 100% didapatkan nilai p-value kurang dari 0,05 
yang artinya data tersebut tidak terdistribusi secara normal. Kemudian data 
dilakukan uji homogenitas menggunakan uji lavene dan didapatkan hasil 0,001 
(<0,05) yang berarti data tidak homogen.  Kemudian untuk mengatahui adakah 
perbedaan yang signifikan dilakukan uji kruskall-walis. Dari uji kruskall-walis 
didapatkan nilai p-value sebesar 0,010 (<0,05) yang berarti bahwa terdapat 
perbedaan signifikan pada uji penghambatan pertumbuhan. Uji lanjut mann whitney 
kemudian dilakukan untuk melihat kelompok mana yang memiliki perbedaan yang 
signifkan. Dari hasil uji didapatkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan 
antara OD kelompok kontrol positif dengan OD seluruh kelompok uji meliputi 
konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan kelompok kontrol negatif. 
Kemudian uji korelasi dilakukan untuk melihat ada atau tidaknya korelasi, besar 
atau tingkat korelasi, dan arah korelasi antara penambahan konsentrasi CFS A. 
oryzae terhadap OD uji penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus. Uji korelasi 
yang digunakan adalah uji korelasi spearman. Nilai sig-2 tailed yang didapatkan 
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pada uji spearman adalah 0,349 (>0,05) yang berarti tidak terdapat korelasi antara 
variabel dependen dengan variabel independen. Kemudian besan nilai koefisien 
korelasi diamati untuk menentukan derajat korelasi. Nilai koefisien korelasi yang 
dihasilkan adalah sebesar 0,184. Nilai ini merujuk pada tingkat korelasi lemah pada 
tabel interpretasi. Tanda positif pada koefisien korelasi menunjukkan bahwa 
terdapat korelasi yang searah pada uji penghambatan pertumbuhan. Jadi kesimpulan 
dari uji statistik ini adalah besar konsentrasi CFS A. oryzae tidak berhubungan 
secara lemah dengan besar nilai OD penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus 
dengan arah korelasi yang searah. 
6.3 Hasil penghancuran biofilm S. aureus  
Dari gambar 5.9 bisa dilihat bahwa pola yang dihasilkan oleh nilai OD 
kelompok uji penghancuran biofilm S. aureus adalah berbentuk sigmoid (seperti 
huruf s). Nilai OD kelompok uji yang paling tinggi didapatkan pada konsentrasi 
6,25% karena merupakan konsentrasi yang paling rendah (aktivitas penghancuran 
biofilm rendah). Nilai OD yang paling rendah dari kelompok uji adalah konsentrasi 
100% yang merupakan konsentrasi paling tinggi. Nilai OD yang rendah 
menunjukkan kepadatan atau ketebalan matriks biofilm yang sedikit sehingga 
mengindikasikan adanya aktifitas penghancuran biofilm yang baik. Hal ini 
dibuktikan pada gambar 5.6 yang menunjukkan bahwa konsentrasi dengan aktivitas 
penghancuran biofilm yang paling tinggi adalah konsentrasi 100% dengan nilai 
aktivitas penghancuran biofilm sebesar 42% dan aktifitas penghancuran biofilm 
yang paling rendah adalah kelompok uji dengan konsentrasi 6,25% yaitu sebesar 
2%.  Nilai OD kontrol positif memiliki nilai OD yang jauh lebih rendah dari OD 
kontrol negatif (0.194) yaitu sebesar 0.041. Hal ini menunjukkan bahwa antibiotik 
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gentamisin memiliki efektifitas yang baik dalam menghancurkan biofilm S. aureus 
yang terbentuk.  
Hasil uji penghancuran biofilm kemudian diuji secara statistik untuk mengetahi 
signifikasi hasil uji secara kuantitatif. Data dilakukan uji normalitas dan 
homogenitas dan menunjukkan hasil bahwa data tidak terdistribusi secara normal 
dan tidak homogen (p-value<0.05) sehingga uji selanjutnya yang dilakukan adalah 
kruskall-walis. Dari hasil uji kruskall-walis didapatkan nilai signifikasi sebesar 
0,020 (p-value<0.05). Nilai ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang 
signifikan pada nilai OD uji penghancuran biofilm S. aureus. Uji mann whitney 
kemudian dilakukan untuk mengetahui kelompok manakah yang paling memiliki 
perbedaan yang signifikan. Hasil uji mann whitney menunjukkan bahwa terdapat 
perbedaan yang signifikan antara nilai OD kelompok kontrol positif terhadap 
kelompok uji yang meliputi konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%. 
Perbedaan yang signifikan juga terdapat pada nilai OD konsentrasi 100% dengan 
konsentrasi 25%, 12,5% dan 6,25%. Nilai OD konsentrasi 6,25% juga ditemukan 
berbeda secara signifikan dengan konsentrasi 50%. 
Data kemudian dilakukan uji korelasi spearman dan menunjukkan nilai sig-2 
tailed sebesar 0.000 (<0.05) yang berarti bahwa adanya korelasi antara kedua 
variabel. Pada data tersebut nilai koefisien korelasi adalah sebesar 0.645. Nilai ini 
menunjukkan tingkat korelasi kuat dengan arah korelasi yang searah. Jadi dapat 
disimpulkan bahwa besar peningkatan konsentrasi CFS A. oryzae berpengaruh 
terhadap peningkatan OD uji penghancuran biofilm S. aureus dengan tingkat 
hubungan yang kuat.  
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6.4 Kajian Integrasi Islam dalam Uji Aktivitas Antibiofilm Aspergillus oryzae 
terhadap biofilm Stapylococcus aureus 
Bakteri S. aureus merupakan flora normal pada kulit. Namun apabila kondisi 
pajanan degan imunitas tubuh tidak seimbang, bakteri ini mampu menyebabkan 
infeksi. Hal ini yang menyebabkan tingginya angka infeksi S. aureus. Pada awal 
penemuan infeksi S. aureus, antimikroba yang efekfif digunakan sebagai pilihan 
terapi adalah antibiotik penisilin. Namun kemudian banyak kasus dilaporkan 
adanya penurunan sensitifitas antibiotik penisilin terhadap infeksi S. aureus. 
Antibiotik methicillin kemudian dipakai sebagai pengganti penisilin. Sama halnya 
dengan penisilin, banyak pula dijumpai pola resistensi bakteri terhadap antibiotik 
methicillin. Perilaku resistensi pada bakteri disebabkan banyak hal salah satunya 
adalah bakteri dapat membentuk suatu struktur yang menyebabkan senyawa 
antibiotik sulit bekerja.  
Bakteri S. aureus memiliki kemampuan membentuk biofilm yang merupakan 
mekanisme resistensinya terhadap banyak jenis antimikroba. Sehingga banyak 
peneliti tertarik mencari senyawa yang mampu mengganggu pembentukan biofilm 
tersebut. Allah SWT menciptakan segala sesuatu di bumi pasti dengan hal 
kebalikannya. Sama halnya Allah menciptakan rasa panas dan dingin, Allah 
menciptakan penyakit dengan kebalikannya yaitu obat. Pada hadist riwayat 
Muslim, Rasalullah SAW bersabda: 
اُء الدَّاِء  اٌء، ف إِذ ا أُِصْيب  د و  أ  بِإِذِْن للاِ ِلُكِلِّ د اٍء د و  ب ر   
 Artinya: "Semua penyakit ada obatnya. Apabila sesuai antara obat dan 
penyakitnya, maka (penyakit) akan sembuh dengan izin Allah SWT." (HR. Muslim) 
Hadist tersebut menunjukkan bahwa setiap penyakit diciptakan pasti ada 
penawarnya dan apabila seorang muslim berobat tepat sesuai dengan penyakitnya, 
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maka apapun penyakitnya pasti sembuh dengan izin Allah. Allah SWT 
menciptakan suatu penyakit tidak semata-mata sebagai ujian bagi hamba-Nya 
namun juga sebagai sarana untuk meningkatkan keilmuan hamba-Nya. Manusia 
adalah makhluk ciptaan Allah paling sempurna. Seperti firman Allah SWT berikut. 
ِّين:  ْنس ان  فِْيْٓ ا ْحس ِن ت ْقِوْيٍمٍۖ  ) ٱلتِ ل ْقن ا اْْلِ ( ٤ل ق دْ خ   
Artinya: "Sungguh, Kami telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik-
baiknya." (QS. At-Tin: 4) 
Menurut tafsir Arifin Zein (2018) tentang ayat diatas, Allah menciptakan 
manusia dalam fisik yang sempurna. Manusia merupakan makhluk terindah di 
muka bumi. Allah menciptakan manusia lengkap dengan segala bentuk anggota 
tubuh yang memiliki fungsinya masing-masing. Keindahan ini makin sempurna 
ketika Allah menganugerahi Akal pikiran yang digunakan untuk mencari 
kebenaran. Satu-satunya makhluk yang dianugerahi akal hanyalah manusia. Maka 
dari itu, hendaknya seorang muslim ulul albab menggunakan akal pikirannya 
dengan sebaik-baiknya dan seluas-luasnya untuk mengetahui apa yang belum tuhan 
kita ajarkan.  
Penemuan obat-obatan memerlukan banyak percobaan dan penelitian. 
Pemilihan pengobatan dari jamur bisa menjadi alternatif untuk menemukan bahan 
terapeutik yang potensial. Jamur merupakan sumber antimikroba yang telah 
ditemukan sejak satu abad yang lalu. Kandungan dalam jamur bisa dimanfaatkan 
oleh manusia sebagai obat tergantung kebutuhan. Seperti firman Allah pada surat 
Ali-Imran ayat 191 berikut. 
ْلِق  ي ت ف كَُّرْون  فِْي خ  ع ٰلى ُجنُْوبِِهْم و  قُعُْودًا وَّ الَِّذْين  ي ذُْكُرْون  ّٰللاه  قِي اًما وَّ
ل ْقت  ٰهذ ا ب اِطًلِۚ ُسْبٰحن ك  ف ِقن ا ع ذ اب  النَّاِر  ا خ  بَّن ا م  اْْل ْرِضِۚ ر   السَّٰمٰوِت و 
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ان:  ( ١٩١) آِل ِعْمر   
Artinya: “(yaitu) Orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau 
dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan 
bumi (seraya berkata), "Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini 
sia-sia; Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka” (QS. Ali Imran: 
191).  
Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah menciptakan langit dan bumi beserta 
segala macam isinya tanpa sia-sia. Allah menumbuhkan tumbuh-tumbuhan, 
memelihara hewan, bahkan segala makhluk pasti memiliki manfaat. Tumbuhan tak 
terkecuali jamur ditumbuhkan untuk memenuhi kebutuhan manusia. Jamur bisa 
dimanfaatkan untuk berbagai bidang seperti pangan, industri bahkan kesehatan. 
Jamur tumbuh dalam ukuran yang bermacam-macam dari seukuran bola hingga tak 
kasat mata. Aspergillus oryzae sering digunakan dalam industri pangan, pertanian 
dan kesehatan. Penelitian akhir-akhir ini banyak dilakukan untuk mengetahui 
aktivitas antibiofilm pada jamur genus Aspergillus ini. 
Berdasarkan hasil penelitian, Aspergillus oryzae memiliki kandungan β-
glukosidase dan CDH yang bermanfaat pada pencegahan, penghambatan, dan 
penghancuran biofilm S.aureus. Enzim β-glukosidase mampu membebaskan 
senyawa fenolik pada proses pembentukan biofilm. Fenolik mampu mengacaukan 
proses komunikasi bakteri. Hal ini dikuatkan dengan penelitian-penelitian 
sebelumnya tentang senyawa fenolik yang juga mempunyai aktivitas antibakteri 
dan antibiofilm. Hasil uji antibiofilm pada penelitian ini menunjukkan adanya 
penurunan nilai OD kontrol negatif terhadap nilai OD semua konsentrasi CFS A. 
oryzae pada pencegahan, penghambatan bahkan penghancuran biofilm. Hal ini 
dapat disimpulkan bahwa CFS A. oryzae memiliki aktivitas antibiofilm terhadap 




KESIMPULAN DAN SARAN 
7.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil uji aktivitas antibiofilm Aspergillus oryzae terhadap 
biofilm Staphylococcus aureus, maka dapat disimpulkan bahwa: 
1. CFS Aspergillus oryzae memiliki aktivitas antibiofilm terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus. 
2. CFS Aspergillus oryzae memiliki aktivitas pencegahan perlekatan 
tertinggi pada konsentrasi 100% yaitu sebesar 90% terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus. 
3. CFS Aspergillus oryzae memiliki aktivitas penghambatan pertumbuhan 
tertinggi pada konsentrasi 25% yaitu sebesar 37% terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus. 
4. CFS Aspergillus oryzae memiliki aktivitas penghancuran tertinggi pada 
konsentrasi 100% yaitu sebesar 42% terhadap biofilm Staphylococcus 
aureus. 
7.2 Saran 
Penelitian ini memiliki kekurangan dan keterbatasan pada beberapa hal. 
Peneliti menyarakan beberapa poin yang diharapkan dapat dikembangkan di 
masa mendatang: 
1. Perlu dilakukan uji untuk mengetahui senyawa apa saja yang terkandung 
pada A Oryzae yang digunakan sebagai sampel penelitian. 
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2. Perlu dilakukan uji yang spesifik untuk mengetahui senyawa apakah 
yang terkandung dalam Aspergillus oryzae yang memiliki aktivitas 
antibiofilm. 
3. Perlu dilakukan lebih lanjut tentang dosis atau konsentrasi CFS yang 
paling efektif sebagai senyawa antibiofilm. 
4. Perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut tentang penggunaan jamur 








Abadal, S. et al. (2011) ‘Cooperative signal amplification for molecular 
communication in nanonetworks’, Wireless Networks, 20)6(, pp. 1611–
1626. doi: 10.1007/s11276-014-0696-z. 
 
Agustina, D. et al. )2019( ‘Antibiotic Sensitivity Test on Staphylococcus Aureus 
Detected in Sputum of Patients with Pneumonia Treated in Hospitals’, 
Journal of Agromedicine and Medical Sciences, 5(1), p. 20. doi: 
10.19184/ams.v5i1.9267. 
 
Ahmed, A. )2017( ‘Microbial β-Glucosidase: Sources, Production and 
Applications’, Journal of Applied & Environmental Microbiology, 5(1), 
pp. 31–46. doi: 10.12691/jaem-5 -1. 
 
Andreas, S. T., Sitanggang, M. G. M. and Utama, I. B. E. )2020( ‘Resistensi 
Antimikrobial  pada Infeksi Saluran Kemih Anak’, 47)4(. 
 
Arbi, T. A., Noviyandri, P. R. and Valentina, N. V. )2019( ‘SUTURES (CASE 
STUDY IN WISTAR RAT(’, Cakrodonya Dental Journal, 11)1(, pp. 
48–57. 
 
Arjuna, A. et al. )2018( ‘Uji  Pendahuluan  Anti-biofilm  Esktrak  Teh  Hijau  dan  
Teh  Hitam  Pada Streptococcus mutans melalui Metode Microtiter 
Plate’, Jurnal Farmasi Galenika, 4(1), pp. 44–49. doi: 
10.22487/j24428744.2018.v4.i1.9965. 
 
Berlanga, M., Domènech, Ò. and Guerrero, R. )2014( ‘Biofilm formation on 
polystyrene in detached vs. planktonic cells of polyhydroxyalkanoate-
accumulating Halomonas venusta’, International Microbiology, 17(4), 
pp. 205–212. doi: 10.2436/20.1501.01.223. 
 
Chaerunisa, R. (2015a) PENGUJIAN AKTIVITAS PENGHANCURAN 
BIOFILM Staphylococcus aureus OLEH SEDUHAN DAUN TEH 
PUTIH (Camellia sinensis (L.) Kuntze). Ungraduated Thesis. UIN 
Syarif Hidayatullah. 
 
Chaerunisa, R. (2015b) Pengujian Aktivitas Penghancuran Biofilm Staphylococcus 
aureus oleh Seduhan Daun Teh Putih (Canellia sinesi (L.) Kuntze). 
Ungraduated Thesis. UIN Syarif Hidaytullah. 
 
Darmawi et al. )2019( ‘Isolation, Identification and Sensitivity Test of 
Staphylococcus aureus on Post Surgery Wound of Local Dogs (Canis 





Dehghan, P. et al. )2008( ‘Detection of Aflr Gene and Toxigenicity of Aspergillus 
flavus Group Isolated from Patients with Fungal Sinusitis’, Iranian 
Journal of Public Health, 37(3), pp. 134–141. 
 
Elchinger, P.-H. et al. )2014a( ‘Effect of proteases against biofilms of 
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis’, Letters in 
Applied Microbiology, 59(5), pp. 507–513. doi: 10.1111/lam.12305. 
 
Fortuin-de Smidt, M. C. et al. )2015( ‘Staphylococcus Aureus Bacteraemia in 
Gauteng Academic Hospitals, South Africa’, international Journal of 
Infectious Disease, 30, pp. 41–48. doi: 
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2014.10.011. 
 
Frisvad, J. C. et al. )2018( ‘Safety of the fungal workhorses of industrial 
biotechnology: update on the mycotoxin and secondary metabolite 
potential of Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, and Trichoderma 
reesei’, Applied Microbiology and Biotechnology, 102)22(, pp. 9481–
9515. doi: 10.1007/s00253-018-9354-1. 
 
Ghalehnoo, Z. R. )2018( ‘Diseases caused by Staphylococcus aureus’, International 
Journal of Medical and Health Research, 4(1), pp. 65–67. 
 
Ginting, S. S. B., Suryanto, D. and Desrita, D. )2018( ‘ISOLASI DAN 
KARAKTERISASI BAKTERI POTENSIAL PROBIOTIK PADA 
SALURAN PENCERNAAN IKAN BANDENG )Chanos chanos(’, 
Acta Aquatica: Aquatic Sciences Journal, 5(1), pp. 23–29. doi: 
10.29103/aa.v5i1.390. 
 
Gnanamani, A., Hariharan, P. and Paul-Satyaseela, M. )2017( ‘Staphylococcus 
aureus: Overview of Bacteriology, Clinical Diseases, Epidemiology, 
Antibiotic Resistance and Therapeutic Approach’, in Enany, S. and 
Crotty Alexander, L. E. (eds) Frontiers in Staphylococcus aureus. 
InTech. doi: 10.5772/67338. 
 
Gomi, K. )2014( ‘ASPERGILLUS | Aspergillus oryzae’, in Encyclopedia of Food 
Microbiology. Elsevier, pp. 92–96. doi: 10.1016/B978-0-12-384730-
0.00011-2. 
 
Handayani, P. N. (2015) ISOLASI, SELEKSI, DAN UJI AKTIVITAS 
ANTIMIKROBA KAPANG ENDOFIT DARI DAUN TANAMAN 
JAMBLANG (Syzygium cumini L.)TERHADAP Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 
Candida albicans,dan Aspergillus niger. Ungraduated Thesis. UIN 
Syarif Hidaytullah. 
 
Hayati, L. N., Tyasningsih, W., Praja, R. N., Chusniati, S., Yunita, M. N., et al. 
)2019( ‘Isolasi dan Identifikasi Staphylococcus aureus pada Susu 
Kambing Peranakan Etawah Penderita Mastitis Subklinis di Kelurahan 
95 
 
Kalipuro, Banyuwangi’, Jurnal Medik Veteriner, 2)2(, p. 76. doi: 
10.20473/jmv.vol2.iss2.2019.76-82. 
 
Hayati, L. N., Tyasningsih, W., Praja, R. N., Chusniati, S., Yunita, N., et al. (2019) 
‘Isolasi dan Identifikasi Staphylococcus aureus pada Susu Kambing 
Peranakan Etawah Penderita Mastitis Subklinis di Kelurahan Kalipuro, 
Banyuwangi’, p. 7. 
 
He et al. )2019( ‘Functional Genomics of Aspergillus oryzae: Strategies and 
Progress’, Microorganisms, 7)4(, p. 103. doi: 
10.3390/microorganisms7040103. 
 
Hidayati, A. N. and Liuwan, C. C. )2019( ‘Peran Biofilm terhadap Infeksi Saluran 
Genital yang disebabkan oleh Vaginosis Bakterial’, 31)2(, p. 9. 
 
Hidayatullah, T. )2018( ‘IDENTIFIKASI JAMUR RHIZOPUS SP DAN 
ASPERGILLUS SP PADA PADA ROTI BAKAR SEBELUM DAN 
SESUDAH DIBAKAR YANG DIJUAL DI ALUN-ALUN 
JOMBANG’, p. 65. 
 
Hikmah, J. (2018) PENGARUH pH dan SUHU TERHADAP AKTIVITAS 
ANTIBAKTERI BEKATUL TERFERMENTASI Oleh Rhizopus 
oryzae. Ungraduated Thesis. UIN Maulana Malik Ibrahim. 
 
Homenta, H. . )2016( ‘Infeksi Biofilm Bakterial’, Jurnal e-Biomedik, 4(1). doi: 
10.35790/ebm.4.1.2016.11736. 
 
Husna, C. A. )2018( ‘PERANAN PROTEIN ADHESI MATRIKS 
EKSTRASELULAR DALAM PATOGENITAS BAKTERI 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS’, AVERROUS: Jurnal Kedokteran 
dan Kesehatan Malikussaleh, 4(2), p. 99. doi: 
10.29103/averrous.v4i2.1041. 
 
Ichishima, E. )2016( ‘Development of enzyme technology for Aspergillus oryzae, 
A. sojae, and A. luchuensis , the national microorganisms of Japan’, 
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 80(9), pp. 1681–1692. 
doi: 10.1080/09168451.2016.1177445. 
 
Ifnawati, K. (2013) PENGARUH ENZIM KITINASE KASAR DARI BAKTERI 
Pseudomonas pseudomallei DAN Klebsiella ozaenae TERHADAP 
PERTUMBUHAN, MORFOLOGI, DAN KADARN-
ASETILGLUKOSAMIN Fusarium oxysporum. Ungraduated Thesis. 
UIN Maulana Malik Ibrahim. 
 
Isnan, M. H., Gelgel, K. T. P. and Suarjana, I. G. K. )2017( ‘Isolasi dan Identifikasi 
Bakteri dari Susu Kambing Peranakan Etawa Terindikasi Mastitis Klinis 
di Beberapa Kecamatan di Kabupaten Banyuwangi’, Buletin Veteriner 




Jawetz, E., Melnick, J. L. and Adelburg, E. A. (2013) Mikrobiologi Kedokteran. 
25th edn. Jakarta: Salemba. 
 
Kalia, V. C. )2013( ‘Quorum sensing inhibitors: An overview’, Biotechnology 
Advances, 31(2), pp. 224–245. doi: 10.1016/j.biotechadv.2012.10.004. 
 
Kalia, V. C. et al. )2018( ‘Targeting Quorum Sensing Mediated Staphylococcus 
aureus Biofilms: A Proteolytic Approach’, in Biotechnological 
Applications of Quorum Sensing Inhibitors, pp. 23–32. 
 
Karimela, E. J., Ijong, F. G. and Dien, H. A. )2017( ‘Characteristics of 
Staphylococcus aureus Isolated Smoked Fish Pinekuhe from 
Traditionally Processed from Sangihe District’, Jurnal Pengolahan Hasil 
Perikanan Indonesia, 20(1), p. 188. doi: 10.17844/jphpi.v20i1.16506. 
 
Khotimah, A. R. H. (2020) Uji Aktivitas Ekstrak Daun Murbei Hitam (Morus nigra 
L.) sebagai Antibiofilm Klebsiella Pneumoniae. Ungraduated Thesis. 
UIN Maulana Malik Ibrahim. 
 
Kremers, H. M. et al. )2015( ‘Trends in the Epidemiology of Osteomyelitis: A 
Population-Based Study, 1969 to 2009’, The Journal of Bone and Joint 
Surgery, 97(10), pp. 837–845. doi: 10.2106/JBJS.N.01350. 
 
Krihariyani, D., Woelansari, E. D. and Kurniawan, E. )2016( ‘POLA 
PERTUMBUHAN Staphylococcus aureus’, Jurnal Ilmu dan Teknologi 
Kesehatan, 3(2), pp. 191–200. 
 
Lesmana, M. A. et al. )2019( ‘Detection of Staphylococcus aureus Biofilm from 
Subclinical Mastitis Milk’, Veterinary Biomedical and Clinical Journal, 
1(1), pp. 19–25. doi: 10.21776/ub.VetBioClinJ.2019.001.01.3. 
 
Lestari, D. R. S., Soegianto, L. and Hermanu, Liliek S. )2017( ‘Potensi Antibakteri 
dan Antibiofilm Ekstrak Etanol Bunga Bintaro (Cerbera odollam)  
terhadap Staphylococcus aureus ATCC 6538’, Journal of Pharmacey 
Science and Practice, 4(1). 
 
Lestari, D. R. S., Soegianto, L. and Hermanu, Liliek S )2017( ‘Potensi Antibakteri 
dan Antibiofilm Ekstrak Etanol Bunga Bintaro (Cerbera odollam) 
terhadap Staphylococcus aureus ATCC 6538’, J PHARM SCI, 4)1(, p. 
6. 
 
Mehraj, J. et al. )2014( ‘Methicillin-Sensitive and Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus Nasal Carriage in a Random Sample of Non-
Hospitalized Adult Population in Northern Germany’, PLoS ONE. 





Miquel, S. et al. )2016( ‘Anti-biofilm Activity as a Health Issue’, Frontiers in 
Microbiology, 7. doi: 10.3389/fmicb.2016.00592. 
 
Moormeier, D. E. and Bayles, K. W. )2017( ‘Staphylococcus aureus biofilm: a 
complex developmental organism: Molecular mechanisms of S. aureus 
biofilm development’, Molecular Microbiology, 104)3(, pp. 365–376. 
doi: 10.1111/mmi.13634. 
 
Muttaqien, E. and Soleha, T. )2014( ‘POLA KEPEKAANStaphylococcus 
aureusTERHADAP ANTIBIOTIKPENISILIN PERIODE TAHUN 
2008-2012 DI BANDAR LAMPUNG’, Medical Journal of Lampung 
University, 03(06), pp. 47–55. 
 
Pandia, S. A. and Radityo S, A. N. (2015) FAKTOR YANG BERPENGARUH 
TERHADAP KEJADIAN METHICILLIN-RESISTANT 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS PADA BAYI BARU LAHIR. 
Universitas Diponegoro. 
 
Park, S.-C. et al. )2008( ‘Isolation and Characterization of an Extracellular 
Antimicrobial Protein from Aspergillus oryzae’, Journal of Agricultural 
and Food Chemistry, 56(20), pp. 9647–9652. doi: 10.1021/jf802373h. 
 
Praja, R. N. and Yudhana, A. )2017( ‘ISOLASI DAN IDENTIFIKASI Aspergillus 
Spp PADA PARU-PARU AYAM KAMPUNG YANG DIJUAL DI 
PASAR BANYUWANGI’, Jurnal Medik Veteriner, 1)1(, pp. 6–11. 
 
Prateeksha et al. )2020( ‘Endolichenic fungus, Aspergillus quandricinctus of Usnea 
longissima inhibits quorum sensing and biofilm formation of 
Pseudomonas aeruginosa PAO1’, Microbial Pathogenesis. doi: 
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2019.103933. 
 
Pratiwi, R. H. )2017( ‘MEKANISME PERTAHANAN BAKTERI PATOGEN 
TERHADAP ANTIBIOTIK’, Jurnal Pro-Live, 4(3), p. 12. 
 
Purbowati, R. )2016( ‘HUBUNGAN BIOFILM DENGAN INFEKSI : IMPLIKASI 
PADA KESEHATAN MASYARAKAT DAN STRATEGI 
MENGONTROLNYA’, Jurnal ‘Ilmah Kedokteran’, 5)1(, pp. 1–14. 
 
Purbowati, R. )2017( ‘KEMAMPUAN PEMBENTUKAN SLIME PADA 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, MRSA DAN 
Escherichia coli’, Florea : Jurnal Biologi dan Pembelajarannya, 4)2(, p. 
1. doi: 10.25273/florea.v4i2.1647. 
 
Puspadewi,  ririn, Adirestuti,  putranti and Abdulbasith, A. )2017( ‘DETEKSI 
Staphylococcus aureus dan Salmonella  PADA JAJANAN SIRUP’, 




Putri, F. E. (2019) AKTIVITAS PENGHAMBATAN PEMBENTUKAN 
BIOFILM EKSTRAK ETANOL PEGAGAN (Centella asiatica (L.) 
Urban)TERHADAP Staphylococcus aureus. Ungraduated Thesis. 
Universitas Sanata Dharma. 
 
Rabin, N. et al. )2015( ‘Biofilm formation mechanisms and targets for developing 
antibiofilm agents’, Future Medicinal Chemistry, 7)4(, pp. 493–512. 
doi: 10.4155/fmc.15.6. 
 
Rasouli, R. et al. (2020) ‘Antibiofilm Activity of Cellobiose Dehydrogenase 
Enzyme (CDH) Isolated from Aspergillus niger on Biofilm of Clinical 
Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa Isolates’, 
Archives of Clinical Infectious Diseases, 15(1). doi: 
10.5812/archcid.90635. 
 
Raza, F. et al. )2011( ‘SOLID STATE FERMENTATION FOR THE 
PRODUCTION OF Β-GLUCOSIDASE BY CO-CULTURE OF 
ASPERGILLUS NIGER AND A. ORYZAE’, Institute of Industrial 
Biotechnology, 43(1), p. 10. 
 
Rosalina, Z., Darmawati, S. and Prastiyanto, M. E. (2018) DETEKSI GEN Coa 
PADA METHICILLIN RESISTANT. Ungraduated Thesis. Universitas 
Muhamadiyah Semarang. Available at: 
http://repository.unimus.ac.id/3087/ (Accessed: 10 November 2020). 
 
Rosdiana, A. and Hadisaputri, Y. E. )2016( ‘STUDI PUSTAKA TENTANG 
PROSEDUR KULTUR SEL’, Farmaka, 14)1(. 
 
Ruchi, T., Sujata, B. and Anuradha, D. )2015( ‘Comparison of Phenotypic Methods 
for the Detection of Biofilm Production in Uro-Pathogens in a Tertiary 
Care Hospital in India’, Internationa Journal of Current Microbiology 
and Applied Science, 4(9), pp. 840–849. 
 
Salamena, R. P. (2015) Deteksi dan Resistensi Staphylococcus Aureus Patogen 
pada Daging Ayam. Ungraduated Thesis. Universitas Hasanuddin. 
 
Silva, L. N. et al. (2016( ‘Plant Natural Products Targeting Bacterial Virulence 
Factors’, Chemical Reviews, 116)16(, pp. 9162–9236. doi: 
10.1021/acs.chemrev.6b00184. 
 
Simanjuntak, H. F., Sylvyana, M. and Fathurachman )2016( ‘Osteomyelitis Kronis 
Supuratif Mandibula sebagai Komplikasi Sekunder Impaksi Gigi Molar 
Tiga’, 2)1(, pp. 13–18. 
 
Slobodníková, L. et al. )2016( ‘Antibiofilm Activity of Plant Polyphenols’, 




Sugiyono (2019) Metode Penelitian Kuantitatif Kualitatif dan R&D. Bandung: CV. 
Alfabeta. 
 
Suhartati, R., Nuraini, A. and Sulistiani )2018( ‘PEMANFAATAN SERBUK 
KACANG KEDELAI (Glycine max) SEBAGAI BAHAN 
PEMBUATAN MEDIA MANITOL SALT AGAR (MSA) UNTUK 
PERTUMBUHAN BAKTERI STAPHYLOCOCCUS’, Prosiding 
Seminar Nasional dan Diseminasi Penelitian Kesehatan, pp. 163–167. 
 
Sujaya, I. N. (2016) Penuntun Praktikum Mikrobiologi. Denpasar: Universitas 
Udayana. 
 
Syahrurachman, A. et al. (2019) Buku Ajar Mikrobiologi Kedokteran. Jakarta: 
Binarupa AKsara. 
 
Thallinger, B. et al. )2014( ‘Preventing microbial colonisation of catheters: 
Antimicrobial and antibiofilm activities of cellobiose dehydrogenase’, 
International Journal of Antimicrobial Agents, 44(5), pp. 402–408. doi: 
10.1016/j.ijantimicag.2014.06.016. 
 
Tong, S. Y. C. et al. )2015( ‘Staphylococcus aureus Infections: Epidemiology, 
Pathophysiology, Clinical Manifestations, and Management’, Clinical 
Microbiology Reviews, 28(3), pp. 603–661. doi: 10.1128/CMR.00134-
14. 
 
Zein, A. )2018( ‘TAFSIR ALQURAN TENTANG AKAL )Sebuah Tinjauan 
Tematis(’, Jurnal At-Tibyan: Jurnal Ilmu Alquran dan Tafsir, 2(2), p. 
233. doi: 10.32505/tibyan.v2i2.392. 
 
Zhang, J. et al. )2019( ‘The Mechanisms and Applications of Quorum Sensing )QS( 
and Quorum Quenching )QQ(’, Journal of Ocean University of China, 














Uji fermentasi gula pada sampel S. aureus yang digunakan 
102 
 
KODE ISOLAT 015/IB 
JENIS TES HASIL 
Kokus Gram Positif POSITIF 




























Beta Hemolycin POSITIF 
Koloni Kuning emas POSITIF 
DX. LAB. S.aureus 









Lampiran 4. Hasil Data dan Foto Uji Deteksi Biofilm S. aureus 






Biofilm yang terbentuk 
setelah inkubasi selama 
24 jam (Kiri kelompok 
uji; kanan kelompok 
kontrol) 
Biofilm yang terbentuk 
setelah inkubasi selama 
48 jam (Kiri kelompok 
uji; kanan kelompok 
kontrol) 
Biofilm yang terbentuk 
setelah inkubasi selama 
72 jam (Kiri kelompok 
uji; kanan kelompok 
kontrol) 
 
24 JAM 48 JAM 72 JAM 
OD K OD K OD K 
0.676 0.067 2.303 0.530 2.616 0.418 
0.767 0.067 1.206 0.049 1.098 0.109 
0.675 0.063 1.949 0.543 1.184 0.350 
0.705 0.068 1.974 0.049 1.915 0.305 
RATA-RATA 
0.706 0.066 1.858 0.293 1.703 0.296 
STANDAR DEVIASI 
0.043 0.002 0.464 0.282 0.710 0.133 
OD CUT 
0.067 1.124 0.695 
PERBANDINGAN 
4xODc < OD isolat 
4 x 0.067 < 0.706 
0.268 < 0.706 
(strong biofilm) 
ODc < OD isolat ≤ 2 x 
ODc 
1.124 < 1.858 ≤ 2.248 
(weak biofilm) 
2 x ODc < OD ≤ 4 x 
ODc 
1.390 < 1.703 ≤ 2.780 
(medium biofilm) 




Lampiran 5. Foto Hasil Uji Antibiofilm 
Uji pencegahan perlekatan biofilm 
 





















Uji penghambatan pertumbuhan biofilm 
























Uji penghancuran biofilm 





















Lampiran 6. Data Hasil Uji Antibiofilm 
a. Uji pencegahan perlekatan biofilm 










1 0.082 0.663 0.074 0.097 0.112 0.093 0.091 
2 0.056 0.636 0.053 0.071 0.067 0.070 0.082 
3 0.058 0.661 0.080 0.061 0.181 0.085 0.124 
4 0.045 0.667 0.056 0.055 0.170 0.077 0.112 
Rata-rata 0.060 0.657 0.066 0.071 0.133 0.081 0.102 
SD 0.0156 0.0141 0.0133 0.0185 0.0531 0.0099 0.0192 
% pencegahan  90% 89% 80% 88% 84% 
 
b. Uji penghambatan petumbuhan biofilm 










1 0.046 0.080 0.102 0.081 0.055 0.055 0.058 
2 0.041 0.099 0.049 0.056 0.051 0.053 0.056 
3 0.045 0.080 0.054 0.060 0.055 0.055 0.062 
4 0.039 0.070 0.049 0.047 0.047 0.054 0.053 
Rata-rata 0.060 0.043 0.082 0.064 0.061 0.052 0.054 
SD 0.0033 0.0121 0.0258 0.0144 0.0038 0.0010 0.0038 
% pencegahan  22% 26% 37% 34% 30% 
 
c. Uji penghancuran biofilm 












1 0.049 0.279 0.126 0.147 0.147 0.254 0.195 
2 0.035 0.047 0.091 0.130 0.324 0.144 0.164 
3 0.039 0.407 0.117 0.114 0.129 0.150 0.216 
4 0.039 0.043 0.112 0.131 0.120 0.128 0.183 
Rata-rata 0.060 0.041 0.194 0.112 0.131 0.180 0.169 
SD 0.0060 0.1798 0.0148 0.0135 0.0967 0.0574 0.0218 





Lampiran 7. Analisis Data Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
1. Uji Normalitas Saphiro-Wilk 
Tests of Normality 
 
presentase dosis cfs 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
od setelah 
pewarnaan 
Kontrol positif .307 4 . .911 4 .486 
Kontrol negatif .369 4 . .790 4 .085 
Konsentrasi 100% .269 4 . .878 4 .332 
Konsentrasi 50% .250 4 . .903 4 .447 
Konsentrasi 25% .260 4 . .914 4 .505 
Konsentrasi 12.5% .165 4 . .990 4 .956 
Konsentrasi 6.25% .221 4 . .948 4 .702 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
2. Uji Homogenitas Lavenne 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 
OD perlekatan Based on Mean 6.089 6 21 .001 
Based on Median 4.573 6 21 .004 
Based on Median and with 
adjusted df 
4.573 6 9.976 .017 
Based on trimmed mean 5.989 6 21 .001 
3. Uji Kruskal Wallis 
Test Statisticsa,b 
 OD perlekatan 
Kruskal-Wallis H 18.549 
df 6 





4. Uji Mann whitney 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank 
Sum of 
Ranks 
OD perlekatan Kontrol Positif 4 4.38 17.50 
Konsentrasi 100% 4 4.63 18.50 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 7.500 
Wilcoxon W 17.500 
Z -.145 
Asymp. Sig. (2-tailed) .885 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .886b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Positif 4 3.75 15.00 
Konsentrasi 50% 4 5.25 21.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 5.000 
Wilcoxon W 15.000 
Z -.866 
Asymp. Sig. (2-tailed) .386 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .486b 
 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Positif 4 2.75 11.00 
Konsentrasi 25% 4 6.25 25.00 




 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 11.000 
Z -2.021 
Asymp. Sig. (2-tailed) .043 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .057b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Positif 4 3.00 12.00 
Konsentrasi 12,5% 4 6.00 24.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.732 
Asymp. Sig. (2-tailed) .083 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .114b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Positif 4 2.63 10.50 
konsentrasi 6,25% 4 6.38 25.50 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .500 
Wilcoxon W 10.500 
Z -2.178 
Asymp. Sig. (2-tailed) .029 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 100% 4 2.50 10.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 




 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 50% 4 2.50 10.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 25% 4 2.50 10.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 12,5% 4 2.50 10.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
konsentrasi 6,25% 4 2.50 10.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 




Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 100% 4 4.25 17.00 
Konsentrasi 50% 4 4.75 19.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 7.000 
Wilcoxon W 17.000 
Z -.289 
Asymp. Sig. (2-tailed) .773 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .886b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 100% 4 3.00 12.00 
Konsentrasi 25% 4 6.00 24.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.732 
Asymp. Sig. (2-tailed) .083 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .114b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 100% 4 3.25 13.00 
Konsentrasi 12,5% 4 5.75 23.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 13.000 
Z -1.443 
Asymp. Sig. (2-tailed) .149 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 100% 4 2.50 10.00 
konsentrasi 6,25% 4 6.50 26.00 




 OD perlekatan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 50% 4 3.00 12.00 
Konsentrasi 25% 4 6.00 24.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.732 
Asymp. Sig. (2-tailed) .083 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .114b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 50% 4 3.75 15.00 
Konsentrasi 12,5% 4 5.25 21.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 5.000 
Wilcoxon W 15.000 
Z -.866 
Asymp. Sig. (2-tailed) .386 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .486b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 50% 4 3.00 12.00 
konsentrasi 6,25% 4 6.00 24.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.732 
Asymp. Sig. (2-tailed) .083 




5. Uji Korelasi Spearmann 
Correlations 
 OD perlekatan 
Konsentrasi 
CFS 
Spearman's rho OD perlekatan Correlation Coefficient 1.000 .192 
Sig. (2-tailed) . .327 
N 28 28 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 25% 4 5.50 22.00 
Konsentrasi 12,5% 4 3.50 14.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 4.000 
Wilcoxon W 14.000 
Z -1.155 
Asymp. Sig. (2-tailed) .248 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .343b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 25% 4 5.13 20.50 
konsentrasi 6,25% 4 3.88 15.50 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 5.500 
Wilcoxon W 15.500 
Z -.726 
Asymp. Sig. (2-tailed) .468 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .486b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD perlekatan Konsentrasi 12,5% 4 3.25 13.00 
konsentrasi 6,25% 4 5.75 23.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD perlekatan 
Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 13.000 
Z -1.443 
Asymp. Sig. (2-tailed) .149 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
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Konsentrasi CFS Correlation Coefficient .192 1.000 
Sig. (2-tailed) .327 . 





Lampiran 8. Analisis Data Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
1. Uji Normalitas Saphiro-Wilk 









Kontrol Positif .252 4 . .916 4 .513 
Kontrol Negatif .324 4 . .901 4 .437 
Konsentrasi 100% .394 4 . .696 4 .011 
Konsentrasi 50% .278 4 . .929 4 .586 
Konsentrasi 25% .283 4 . .863 4 .272 
Konsentrasi 12.5% .283 4 . .863 4 .272 
Konsentrasi 6.25% .171 4 . .994 4 .976 
a. Lilliefors Significance Correction 
2. Uji Homogenitas Lavenne 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 
OD pertumbuhan Based on Mean 3.842 6 21 .010 
Based on Median .872 6 21 .532 
Based on Median and with 
adjusted df 
.872 6 5.076 .571 
Based on trimmed mean 3.124 6 21 .024 
3. Uji Kruskal Wallis 
Test Statisticsa,b 
 OD pertumbuhan 
Kruskal-Wallis H 16.704 
df 6 
Asymp. Sig. .010 
4. Uji Mann whitney 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
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Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 100% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 50% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 




 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 25% 4 6.50 26.00 
Total 8   
Test Statisticsa 
 OD pertumbuhan 
Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 12,5% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 6,25% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Negatif 4 5.50 22.00 
Konsentrasi 100% 4 3.50 14.00 







Mann-Whitney U 4.000 
Wilcoxon W 14.000 
Z -1.169 
Asymp. Sig. (2-tailed) .243 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .343b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Negatif 4 5.75 23.00 
Konsentrasi 50% 4 3.25 13.00 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 13.000 
Z -1.452 
Asymp. Sig. (2-tailed) .146 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 25% 4 2.50 10.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.337 
Asymp. Sig. (2-tailed) .019 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 12,5% 4 2.50 10.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.337 
Asymp. Sig. (2-tailed) .019 




 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Kontrol Negatif 4 6.50 26.00 
Konsentrasi 6,25% 4 2.50 10.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 100% 4 4.25 17.00 
Konsentrasi 50% 4 4.75 19.00 





Mann-Whitney U 7.000 
Wilcoxon W 17.000 
Z -.290 
Asymp. Sig. (2-tailed) .772 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .886b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 100% 4 4.50 18.00 
Konsentrasi 25% 4 4.50 18.00 





Mann-Whitney U 8.000 
Wilcoxon W 18.000 
Z .000 
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 100% 4 3.88 15.50 
Konsentrasi 12,5% 4 5.13 20.50 







Mann-Whitney U 5.500 
Wilcoxon W 15.500 
Z -.735 
Asymp. Sig. (2-tailed) .462 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .486b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 100% 4 3.75 15.00 
Konsentrasi 6,25% 4 5.25 21.00 





Mann-Whitney U 5.000 
Wilcoxon W 15.000 
Z -.871 
Asymp. Sig. (2-tailed) .384 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .486b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 50% 4 5.63 22.50 
Konsentrasi 25% 4 3.38 13.50 





Mann-Whitney U 3.500 
Wilcoxon W 13.500 
Z -1.315 
Asymp. Sig. (2-tailed) .189 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 50% 4 5.50 22.00 
Konsentrasi 12,5% 4 3.50 14.00 





Mann-Whitney U 4.000 
Wilcoxon W 14.000 
Z -1.162 
Asymp. Sig. (2-tailed) .245 




 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 50% 4 4.63 18.50 
Konsentrasi 6,25% 4 4.38 17.50 





Mann-Whitney U 7.500 
Wilcoxon W 17.500 
Z -.145 
Asymp. Sig. (2-tailed) .885 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .886b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 25% 4 4.00 16.00 
Konsentrasi 12,5% 4 5.00 20.00 





Mann-Whitney U 6.000 
Wilcoxon W 16.000 
Z -.615 
Asymp. Sig. (2-tailed) .538 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 25% 4 3.00 12.00 
Konsentrasi 6,25% 4 6.00 24.00 





Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.742 
Asymp. Sig. (2-tailed) .081 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .114b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD pertumbuhan Konsentrasi 12,5% 4 3.38 13.50 
Konsentrasi 6,25% 4 5.63 22.50 







Mann-Whitney U 3.500 
Wilcoxon W 13.500 
Z -1.315 
Asymp. Sig. (2-tailed) .189 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 







Spearman's rho Konsentrasi CFS Correlation Coefficient 1.000 .184 
Sig. (2-tailed) . .349 
N 28 28 
OD pertumbuhan Correlation Coefficient .184 1.000 
Sig. (2-tailed) .349 . 





Lampiran 9. Analisis Data Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
1. Uji Normalitas Saphiro-Wilk 





Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
od uji penghancuran Kontrol positif .349 4 . .865 4 .279 
kontrol negatif .293 4 . .860 4 .259 
Konsentrasi 100% .263 4 . .937 4 .636 
Konsentrasi 50% .235 4 . .958 4 .764 
Konsentrasi 25% .384 4 . .732 4 .026 
Konsentrasi 12.5% .380 4 . .776 4 .065 
Konsentrasi 6.25% .150 4 . .999 4 .998 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
2. Uji Homogenitas Lavenne 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 
OD penghancuran Based on Mean 12.152 6 21 .000 
Based on Median 5.163 6 21 .002 
Based on Median and with 
adjusted df 
5.163 6 7.820 .020 
Based on trimmed mean 10.975 6 21 .000 





Kruskal-Wallis H 14.977 
df 6 
Asymp. Sig. .020 
4. Uji Mann whitney 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
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OD penghancuran Kontrol Positif 4 3.00 12.00 
Kontrol Negatif 4 6.00 24.00 





Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.742 
Asymp. Sig. (2-tailed) .081 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .114b 
 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran 
Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 100% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 50% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 25% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
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Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 12,5% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Positif 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 6,25% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.323 
Asymp. Sig. (2-tailed) .020 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Negatif 4 4.50 18.00 
Konsentrasi 100% 4 4.50 18.00 





Mann-Whitney U 8.000 
Wilcoxon W 18.000 
Z .000 
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
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OD penghancuran Kontrol Negatif 4 4.50 18.00 
Konsentrasi 50% 4 4.50 18.00 





Mann-Whitney U 8.000 
Wilcoxon W 18.000 
Z .000 
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Negatif 4 4.25 17.00 
Konsentrasi 25% 4 4.75 19.00 





Mann-Whitney U 7.000 
Wilcoxon W 17.000 
Z -.289 
Asymp. Sig. (2-tailed) .773 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .886b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Negatif 4 4.50 18.00 
Konsentrasi 12,5% 4 4.50 18.00 





Mann-Whitney U 8.000 
Wilcoxon W 18.000 
Z .000 
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000b 
 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Kontrol Negatif 4 4.50 18.00 
Konsentrasi 6,25% 4 4.50 18.00 





Mann-Whitney U 8.000 
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Wilcoxon W 18.000 
Z .000 
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 100% 4 3.00 12.00 
Konsentrasi 50% 4 6.00 24.00 





Mann-Whitney U 2.000 
Wilcoxon W 12.000 
Z -1.732 
Asymp. Sig. (2-tailed) .083 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .114b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 100% 4 2.75 11.00 
Konsentrasi 25% 4 6.25 25.00 





Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 11.000 
Z -2.021 
Asymp. Sig. (2-tailed) .043 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .057b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 100% 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 12,5% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
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OD penghancuran Konsentrasi 100% 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 6,25% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 50% 4 4.13 16.50 
Konsentrasi 25% 4 4.88 19.50 





Mann-Whitney U 6.500 
Wilcoxon W 16.500 
Z -.436 
Asymp. Sig. (2-tailed) .663 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 50% 4 3.50 14.00 
Konsentrasi 12,5% 4 5.50 22.00 





Mann-Whitney U 4.000 
Wilcoxon W 14.000 
Z -1.155 
Asymp. Sig. (2-tailed) .248 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .343b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 50% 4 2.50 10.00 
Konsentrasi 6,25% 4 6.50 26.00 





Mann-Whitney U .000 
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5. Uji Korelasi Spearmann 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.309 
Asymp. Sig. (2-tailed) .021 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 25% 4 4.25 17.00 
Konsentrasi 12,5% 4 4.75 19.00 





Mann-Whitney U 7.000 
Wilcoxon W 17.000 
Z -.289 
Asymp. Sig. (2-tailed) .773 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .886b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 25% 4 3.50 14.00 
Konsentrasi 6,25% 4 5.50 22.00 





Mann-Whitney U 4.000 
Wilcoxon W 14.000 
Z -1.155 
Asymp. Sig. (2-tailed) .248 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .343b 
Ranks 
 Konsentrasi CFS N Mean Rank Sum of Ranks 
OD penghancuran Konsentrasi 12,5% 4 3.50 14.00 
Konsentrasi 6,25% 4 5.50 22.00 





Mann-Whitney U 4.000 
Wilcoxon W 14.000 
Z -1.155 
Asymp. Sig. (2-tailed) .248 









Spearman's rho Konsentrasi CFS Correlation Coefficient 1.000 .645** 
Sig. (2-tailed) . .000 
N 28 28 
OD penghancuran Correlation Coefficient .645** 1.000 
Sig. (2-tailed) .000 . 
N 28 28 
 
 
 
